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Sammendrag 
Mikroalger utgjør en mangfoldig gruppe av arter med stor metabolsk diversitet. Disse artene 
kan produsere en rekke kommersielt interessante produkter som kan brukes i human 
næringsmiddelindustri, helsekost, legemiddelindustri og dyrefôr, for å nevne noen. Dette har 
ført til økende interesse for utnyttelse av mikroalger i industriell sammenheng, og følgelig 
også interesse for optimalisering av dyrkings- og prosessteknologiske metoder for å 
maksimere utbytte. De fleste mikroalger er fotoautotrofe og bruker energi fra lys til å 
omdanne uorganisk karbon (CO2) til organisk materiale, men en rekke arter kan også utnytte 
organiske karbonsubstrater til vekst, og for mange vil en slik miksotrof metabolsk strategi 
føre til økt veksthastighet og et mer gunstig og/eller høyere innhold av lipider.  
 
I dette prosjektet undersøkte jeg vekst og lipidsammensetning hos de to mikroalgeartene 
Phaeodactylum tricornutum og Isochrysis galbana og deres respons på tilsetning av glukose, 
glyserol og acetat som organiske karbonsubstrater til vekstmediene. Kartlegging av 
mikroalgenes innhold av flerumettede fettsyrer, særlig omega-3 fettsyrene eikosapentaensyre 
(EPA) og dokosaheksaensyre (DHA) stod sentralt. Det er vel kjent at omega-3 fettsyrer har 
flere helsefordeler for både dyr og mennesker, og etterspørselen er voksende. Hovedtyngden 
av omega-3 på markedet produseres i dag fra fisk, men fordi flere fiskebestander er sårbare 
som følge av klimaendringer og overfiske utgjør mikroalger en høyst aktuell alternativ kilde 
til de høyverdige fettsyrene. 
 
Prosjektet hadde to hoveddeler. Del I innebar dyrkingsforsøk av de to artene som batch-
kulturer med og uten de organiske karbonkildene, alt under 24 timers belysning.  
For I. galbana førte glukosetilsetning til høyest produktivitet av både biomasse og fettsyrer 
generelt. Acetat var det eneste organiske karbonsubstratet som resulterte i like høy 
biomasseproduktivitet som fotoautotrof dyrking for P. tricornutum, og samtidig høyere 
produktivitet av PUFA, herunder også EPA. På bakgrunn av disse resultatene ble P. 
tricornutum og acetat valgt som henholdsvis alge og organisk karbonsubstrat til følgende 
forsøk i turbidostat-reaktor som del II av prosjektet: 18:6 L/M (Lys/Mørke) med og uten 
acetat og 24:0 L/M med acetat for å undersøke effekten av mørkeperiode og acetattilsetning 
på vekst og fettsyreinnhold. Kulturen dyrket med lys/mørke-syklus uten tilsetning av acetat 
hadde lavere fettsyreinnhold enn kulturene tilsatt acetat, men signifikant høyere produktivitet 
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kontaminasjon i reaktor gjennom de to andre forsøkene var det likevel ikke mulig å si med 
sikkerhet at lys/mørke-syklus uten tilsetning av acetat er en bedre strategi enn 18:6 med acetat 
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Forord 
Jeg har hatt to utrolig fine år ved universitetet i Bergen. Jeg vil takke hele avdelingen for 
marin mikrobiologi, som alle er med og bidrar til et inkluderende og varmt miljø. 
Jeg ønsker å anerkjenne det treårige "MIXsTRUCKT" prosjektet, finansiert av Norges 
Forskningsråd (prosjekt nr.280414), som denne oppgaven er en del av. 
Tusen takk til mine veiledere: Aud Larsen, Dorinde Kleinegris og Kyle Mayers for 
oppfølging og hjelp underveis. En stor takk til Hanna Böpple som har satt meg inn i praktiske 
oppgaver og som alltid har stilt opp og kommet med konstruktive tilbakemeldinger underveis. 
Pia Steinrücken har vært svært hjelpsom gjennom arbeidet med turbidostat-reaktoren og 
takket være henne ble feilen i etablert metode for tørrvektsmålinger oppdaget. Sist, men ikke 
minst, vil jeg takke familie og venner for støtte og oppmuntrende ord underveis og mine to 



























BM –  Biomasse 
 
C:N  - Carbon:Nitrogen (Forhold mellom 
karbon og nitrogen) 
 
DHA - Dokosaheksaensyre (22:6n-3) 
 
EPA - Eikosapentaensyre (20:5n-3) 
 
FA - Fatty Acid (Fettsyre)  
 
FAME - Fatty Acid Methyl Ester (Fettsyre 
metyl ester) 
 
FCM  - Flow Cytometri 
 
GC - Gas Chromatography 
(Gasskromatografi)  
 
L/M - Lys:Mørke 
 
OD - Optic Density (Optisk tetthet) 
 
PCA – Prinsipialkomonentanalyse 
 




14:0 – Myristinsyre 
 
16:0 – Palmitinsyre 
 
16:1 n-7 – Palmitolensyre 
 
16:2 n-4 – Heksadekadiensyre 
 
16:3 n-4 – Heksadekatriensyre 
 
18:1 n-9 – Oljesyre 
 
18:3 n-3 – Alfalinolensyre 
 
20:4 n-6 – Arakidonsyre 
 
20:5 n-3 – Eikosapentaensyre 
 
24:1 n-9 – Nervonsyre 
 
22:6 n-3 - Dokosaheksaensyre 
 
......
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1 Introduksjon 
Mikroalger er en stor og svært mangfoldig gruppe av encellede, fotosyntetiske protister som 
utgjør grunnlaget i næringskjeden i havet og står rundt 50% av karbonfikseringen på kloden 
(Falkowski, 1994). Det er anslått at det finnes mellom 200 000 til 800 000 arter, hvorav 
omlag 50 000 av disse per i dag er beskrevet (Suganya et al., 2016). Innen fykologi (læren om 
alger) blir enhver organisme med klorofyll a med plantelegeme som ikke danner rot definert 
som alge (Lee, 2008). Fordi også fotosyntetiske bakterier går under denne betegnelsen blir det 
i anvendt fykologi gjort et skille mellom mikroskopiske alger (mikroalger) og fotosyntetiske 
bakterier (cyanobakterier), selv om cyanobakterier i mye av litteraturen også omtales som 
mikroalger.  
 
I flere tusen år har fytoplankton, bl.a. Arthrospira platensis, kjent som Spirulina, blitt brukt 
som næringskilder for mennesker (Jensen, 2001; Spolaore et al., 2006). Interessen for 
bioteknologisk utnyttelse av disse organismene skjøt imidlertid ikke fart før på midten av 
1900-tallet, da det ble oppdaget at diatomeer akkumulerte fettsyrer ved nitrogenunderskudd 
(Chen, 1996; Harder & von Witsch, 1942). Siden den gang har mikroalger fått økt 
oppmerksomhet i takt med behovet for å dekke den globale etterspørselen etter både mat, 
drivstoff, farmasøytiske produkter og bærekraftige løsninger som kan supplere eller i beste 
fall erstatte eksisterende produkter og produksjonsmetoder. De mange mikroalgene har høy 
grad av genetisk og metabolsk diversitet, noe som gjør det mulig å benytte dem til produksjon 
av en rekke høyverdige biokjemiske produkter av kommersiell interesse, deriblant proteiner, 
vitaminer, pigmenter og fettsyrer (Borowitzka, 2010; Brown et al., 1999; Chisti, 2007). 
Mikroalger kan produseres kommersielt for en rekke formål, fra fôr til biodrivstoff, 
kosttilskudd, kosmetikk, farmasøytiske ingredienser m.m. (Chu, 2012). Mikroalger har en 
langt høyere produktivitet enn terrestrielle planter og produserer en stor mengde lipider, alt fra 
20-50 % av tørrvekt, mens enkelte kan oppnå en fraksjon på over 80% (Chisti, 2007).  
 
Kun et fåtall fytoplankton blir i dag dyrket i storskala. Blant de mest sentrale er 
cyanobakterien Arthrospira platensis og mikroalgene Dunaliella salina og Chlorella vulgaris 
(Fu et al., 2013; Sathasivam et al., 2019). Den vanligste produksjonsformen for algedyrking er 
fotoautotrof kultivering, hvor algen fikserer uorganisk karbon (primært karbondioksid) til 
organisk materiale med energi fra sollys (Cheirsilp & Torpee, 2012). Noen mikroalger kan 
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al., 2014). Miksotrofi er definert som evne til å kombinere fototrofi og heterotrofi. En slik 
kombinasjon kan foregå ved bruk av lys som energikilde til samtidig assimilering av både 
CO2 og organisk karbon til å drive fotosyntese og respirasjon på samme tid, eller ved å skifte 
mellom prosessene ut fra endringer i miljøforhold som lys og næringstilgang (JONES, 1997). 
Flere arter har ved miksotrof kultivering vist seg å vokse raskere og akkumulere en høyere 
andel fettsyrer enn ved fotoautotrof vekst, noe som har ført til en økt interesse for miksotrofi 
som strategi for industriell utnyttelse (Chen, 1996; Garcıa et al., 2005; Park et al., 2014). 
Diatomeen Phaeodactylum tricornutum og haptofytten Isochrysis galbana er to alger som har 
vært mye benyttet som næringsmiddel til akvakultur (Spolaore et al., 2006). De kan begge 
vokse miksotroft og flere studier peker på at en slik kultivering medfører raskere vekst og økt 
lipidinnhold (Alkhamis & Qin, 2013; Garcıa et al., 2005). P. tricornutum produserer en høy 
mengde av omega-3 fettsyren EPA, mens I. galbana er rik på omega-3 fettsyren DHA, noe 
som gjør det interessant å studere hvilken respons de har til ulike organiske karbonsubstrater 
da de begge er aktuelle kandidater for kommersiell produksjon av omega-3 og andre 




Mål for denne masteroppgaven 
 
Målet for denne masteroppgaven var å undersøke vekst og fettsyresammensetning av de to 
mikroalgeartene Phaeodactylum tricornutum og Isochrysis galbana ved dyrking med tre 
forskjellige organiske karbonsubstrater: glukose, glyserol, acetat og vurdere potensialet for 
utnyttelse av miksotrofi i kommersiell produksjon, med fokus på omega-3 fettsyrene EPA og 
DHA.   
 
Følgende spørsmål ble stilt i forkant av forsøkene: 
Del I: Batch-kultur (dyrking med begrenset mengde næringsmidler uten næringstilsetning 
underveis) 
- Er det en signifikant forskjell i biomasse-produktivitet, fettsyreinnhold og 
fettsyresammensetning hos de to algene ved dyrking med tilskudd av organiske 
karbonsubstrater sammenlignet med fotoautotrof dyrking? 
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Del II: Kontinuerlig kultur i turbidostat-reaktor med lys/mørke-syklus (dyrking med 
automatisk tilførsel av medium i lys-periode regulert etter tetthet i kultur) 
- Vil lys/mørke-syklus føre til signifikante forskjeller i biomasseproduktivitet, 
fettsyreinnhold og fettsyresammensetning mellom kulturer dyrket med og uten acetat? 
- Vil det være signifikante forskjeller mellom kultur med konstant belysning og kultur 
med lys/mørke-syklus ved dyrking med acetat? 
 
For å besvare disse spørsmålene ble det utført et batch-eksperiment hvor begge alger ble 
dyrket med og uten glukose, glyserol og acetat. P. tricornutum og acetat som det organiske 
karbonsubstratet ble valgt til forsøk i kontinuerlig kultur. I begge forsøk ble 
biomasseproduktivitet, lipidinnhold og lipidproduktivitet kartlagt. Elementkomposisjon 
(karbon og nitrogen) og bakterieinnhold ble også målt i de ulike kulturene for å bidra til å 
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2 Bakgrunn 
 
2.1 Phaeodactylum tricornutum 
 
Phaeodactylum tricornutum (klasse: Bacillariophycae) er en marin diatomé (kiselalge) 
tilhørende divisjonen Ochrophyta og den eneste arten innenfor genuset Phaeodactylum  
(Guiry & Guiry, 2017). Diatomeer er en stor gruppe mikroalger av rundt 200 000 arter som 
finnes både i hav og ferskvann (Armbrust, 2009). De kjennetegnes av et karakteristisk skall 
dannet av intrikate strukturer av silika (SiO2) (Mishra et al., 2017). Det er anslått at diatomeer 
oppstod for minst 180 millioner år siden ved en endosymbiose mellom en rødalge og en 
heterotrof eukaryot og at de står for omlag 32 % av primærproduksjonen utført  av 
fytoplankton (Armbrust, 2009; Uitz et al., 2010). Det finnes to hovedformer av diatomeer, 
alger med radiær symmetri, som er de eldste og alger med symmetri om en linje, P. 
tricornutum tilhører sistnevnte gruppe. Full genom-sekvensering av P. tricornutum har vist et 
stort antall bakterielle gener, dette er et resultat av horisontal genoverføring og trolig en viktig 
grunn til at diatomeer evolusjonært sett er en så vellykket gruppe organismer  (Bowler et al., 
2008). P. tricornutum har blitt mye studert som modellorganisme for diatomeer fordi den er 
enkel å dyrke og holde i kultur, da den vokser hurtig og tåler store svingninger i både lys, 
næringstilgang og pH (Borowitzka & Volcani, 1978; Falkowski & LaRoche, 1991). Den har 
mindre silikat i celleveggen enn andre diatomeer og kan vokse selv uten tilgang på mineralet 
(Borowitzka & Volcani, 1978; Liu et al., 2009). Ved fotoautotrofe forhold ligger 
lipidinnholdet på 20-30 % av tørrvekt (Chisti, 2007) og innholdet av EPA kan utgjøre opp til 
35 % av totale fettsyrer (Yongmanltchal & Ward, 1992). P. tricornutum kan vokse miksotroft 
på en rekke organiske karbonsubstrater, deriblant glukose, glyserol og acetat, og miksotrof 
dyrking er vist å kunne øke både biomassekonsentrasjon og fettsyreinnhold (Ceron Garcia et 
al., 2006; Garcí et al., 2000; Liu et al., 2009). Denne mikroalgen er polymorf og inntar tre 
distinkt ulike celleformer, en egenskap ingen andre diatomeer har etter det man kjenner til. 
Disse fenotypene er fusiform (vanligst), oval og triradiat (minst vanlig) (Figur 1a og b). 
Studier har vist at algen kan skifte om fra en form til en annen ved sub-optimale miljøforhold, 
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Figur 1. a) Lysmikrograf av de morfologiske formene av P. tricornutum: venstre, fusiform, oppe til høyre, 
triradiat, nede til høyre, oval. b) lysmikrograf av klynge med P. tricornutum celler. Foto av Allesandra De 




2.2 Isochrysis galbana 
 
Isochrysis galbana (klasse: Prymnesiophycidae) er en marin mikroalge tilhørende divisjonen 
Haptophyta (Guiry & Guiry, 2017). Den har en oval celleform, gyllenbrun farge og beveger 
seg ved hjelp av to flageller (Figur 2) (Kim, 2015). Haptofyttene er blant de mest tallrike 
eukaryote mikroalgene i havene og kjennetegnes av haptonema, et påheng som er antatt å 
bidra til fagocytose og til å feste cellen til overflater (Eikrem et al., 2016). Hos enkelte arter 
kan lengden på haptonema være opp til 100 μm i lengde, mens den hos I. galbana er svært 
kort (1-2 μm). Den er ikke kalsifiserende, slik flertallet av haptofytter er og mangler en 
distinkt cellevegg (Eikrem et al., 2016; Liu & Lin, 2001).  I. galbana er interessant på grunn 
av dens høye innhold av den flerumettede omega 3 fettsyren DHA (opp til 17, 5% av totale 
fettsyrer) (Chisti, 2007; Liu et al., 2013), den er også rik på fucoxanthin - et verdifullt pigment 
som kan virke krefthemmende og ha en insulinregulerende effekt i tillegg til flere andre 
positive helseeffekter (Kim et al., 2012; Kotake-Nara et al., 2005; Miyashita et al., 2011). 
Mellom 25-33% av tørrvekten til I. galbana utgjøres av lipider (Chisti, 2007) og den er en av 
de mest benyttede algene i marin oppdrettsindustri hvor den blir brukt enten direkte eller 
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kultivering av I. galbana med tilskudd av glukose og glyserol er vist å kunne øke produksjon 








2.3 Industriell produksjon av mikroalger  
2.3.1 Muligheter 
 
I dag er det stort press på landarealer som følge av sterk befolkningsvekst, ekspanderende 
byer, utbygging av nødvendig infrastruktur og ikke minst til produksjon av mat (Lawrence & 
Vandecar, 2015). Mikroalgeproduksjon legger beslag på mindre landarealer enn det som 
kreves for planteavlinger og gir langt høyere energiproduksjon per arealenhet, da mikroalger 
har betydelig høyere vekstrate og lipidproduksjon enn karplanter (Minowa et al., 1995). 
Landarealer som i dag blir brukt til dyrking av planter til fór-industri og biodieselproduksjon 
vil kunne frigjøres ved overgang til produksjon av mikroalger for disse formålene (Chisti, 
2007). Olje fra fisk og krill er hovedkildene til EPA og DHA i dagens marked (Frost, 2010), 
rundt 80 % av all fiskeolje produsert går til akvakultur-sektoren (Toppe). I dag utgjør fisk og 
marine invertebrater opp mot 50 % av det menneskelige konsumet av animalsk protein 
(Godfray et al., 2010) og fisk er samtidig hovedkilden for omega-3 i menneskelig diett 
(Bimbo, 2013). Det er en voksende bekymring rundt reduksjon av fiskebestander og andre 
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et al., 2019; Pauly et al., 2002), noe som innebærer at vi blir nødt til å finne alternative 
næringskilder for å mette en stadig økende verdensbefolkning. Ved å ta i bruk mikroalger i 
produksjon av fór og omega-3 vil det kunne redusere presset på marine økosystemer som 
følge av overfiske. Flere studier har vist at opptak av EPA og DHA fra fosfolipider (PL) 
virker å være mer effektivt enn opptak fra triglyserider (TG) (Ahmmed et al., 2020; Konagai 
et al., 2013). Fiskeolje består i hovedsak av nøytrale lipider, mens mikroalgene også lagrer 
lipider som glyko- og fosfolipider, noe som kan bety at næringsverdien i olje fra mikroalger er 
høyere enn i olje fra fisk. I tillegg tyder flere studier på at omega-3 i PL-form mer effektivt 
krysser blod/hjerne barrieren, noe som er spesielt interessant da DHA utgjør 25 % av lipidene 
(wt%) i hjernebarken hos mennesker og omega-3 fettsyrer er tett knyttet til kognitiv funksjon 
(Guesnet & Alessandri, 2011; Konagai et al., 2013). Næringsverdien i olje fra mikroalger kan 
også være forhøyet i forhold til fiskeolje på grunn av komponenter som karotenoider og andre 
antioksidanter (Ryckebosch et al., 2014).  
 
Miksotrofe mikroalger kan i tillegg til økt produktivitet redusere kostnader forbundet med 
produksjon. Flere studier har vist at miksotrofe mikroalger kan benyttes i rensing av 
avløpsvann (Clarens et al., 2010). En slik produksjon vil kunne ha nytteverdi på flere områder 
gjennom reduserte produksjonskostnader i form av næringstilførsel, samtidig som det kan 
bidra til å redusere belastning på miljøet. Miksotrofe algekulturer dyrket med lys/mørke-
syklus vil også redusere energiforbruk og kostnader knyttet til belysning som er en stor 
utgiftspost i kultivering av mikroalger i lukkede systemer.  
 
Flere mikroalger har blitt genmodifisert for å øke produksjon av biomasse, lipider eller andre 
komponenter (Beacham et al., 2015; Hawkins & Nakamura, 1999; Perin et al., 2015).  
P. tricornutum har blitt genmodifisert til å syntetisere og akkumulere større mengder DHA i 
tillegg til sitt høye innhold av EPA (Hamilton et al., 2015; Sayanova & A Napier, 2016), noe 
som kan gjøre den spesielt interessant for storskala industriell omega-3 produksjon ettersom 
de fleste alger kun produserer store mengder av enten EPA eller DHA. Det finnes også 
transgene planter som kan vokse raskere og produsere større mengder av omega-3 fettsyrene 
enn villtyper, men storskala dyrking vil måtte skje i åpne økosystemer som medfører risiko 
for uønsket spredning av gener (Qi et al., 2004). Dette er noe man i langt større grad kan 
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2.3.2 Utfordringer 
 
Hovedproblemet vi står ovenfor ved produksjon av mikroalger er langt på vei at de 
prosessteknologiske kostnadene per dags dato er såpass høye at planteavlinger likevel er det 
mest økonomisk lønnsomme alternativet, til tross for mikroalgenes høyere produktivitet. 
Dyrking av mikroalger krever fysiske anlegg, store mengder lys, temperaturer normalt sett i 
området 20-30 ℃, salter og uorganiske elementer i vekstmedium og karbondioksid. De ulike 
artene av mikroalger har naturlig nok særegne krav til vekstforhold. Komposisjon av 
biomassen, særlig fettsyresammensetningen kan variere med vekstfase og kultiveringsforhold 
som temperatur, pH, salinitet, lysintensitet og næringssammensetning i medium (Khan et al., 
2018). En forståelse for algenes respons på disse faktorene er derfor essensielt for å kunne 
oppnå en mest mulig effektiv produksjon. Det er nødvendig å identifisere de mest økonomisk 
lønnsomme artene å dyrke i storskala, noe som også innebærer å optimalisere 
produksjonsmetodene for å maksimere utbytte og redusere utgifter i form av f.eks. 
næringstilskudd og elektrisitet til lys og temperaturregulering.  
 
Dersom vi kan oppnå en mer økonomisk gunstig produksjon gjennom reduserte opp- og 
nedstrømningskostnader, vil algeproduksjon ha potensiale til å kunne erstatte en rekke 
produksjonsformer som omega-3 produksjon fra fisk og fossil drivstoffproduksjon og dermed 
bidra til å redusere press på økosystemer og naturressurser. For  biodrivstoffproduksjon fra 
mikroalger er kostnadene forbundet med uthenting, oppkonsentrering og prosessering av 
karbohydrater og fettsyrer en stor utfordring som må løses før mikroalger blir et 
kostnadsmessig konkurransedyktig alternativ til dagens biodrivstoffproduksjon (Khan et al., 
2018; Zhan et al., 2017). Av den grunn rettes det større fokus mot mulighetene for produksjon 
av også andre kommersielt interessante produkter, deriblant omega-3 fettsyrer og dyre-fór. 
Når det gjelder produksjon av omega-3 konsentrat fra mikroalger er kostnadene høye og kan 
enda ikke konkurrere med lønnsomheten i omega-3 produksjon fra fisk og krill (Adarme-
Vega et al., 2012; Patil et al., 2005). En mulighet for å øke utbyttet fra mikroalgeproduksjon 
vil være koproduksjon av andre verdifulle komponenter fra biomassen, eller å kombinere 
produksjonen med annen industri, hvor avfall i form av CO2 eller organiske komponenter kan 
fungere som substrat for mikroalgene (Christenson & Sims, 2011; Halim et al., 2016).  
 
Sollys er en utfordring når det kommer til dyrking av mikroalger i Norge. Bestråling av sollys 
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døgnet, tilsvarende 457 μmol m-2 s-1, hvor sørlige deler av landet og innland mottar større 
mengder sollys enn nordlige deler og kyststrøk. Store sesongvariasjoner ligger bak dette 
gjennomsnittstallet med verdier fra 18-64 μmol m-2 s-1 i januar til 759- 1047 μmol m-2 s-1 i juli 
(Hagos et al., 2014). Industriell produksjon av mikroalger i lukkede reaktorer vil ikke 
utelukkende kunne basere seg på naturlig sollys gjennom hele året, og utnyttelse av 
miksotrofe arter mikroalger vil kunne bidra til å gjøre produksjonen mer lønnsom ved å 
redusere utgifter til kunstig belysning og potensielt føre til økt produktivitet.  
 
Utforming av bioreaktor benyttet til dyrking spiller en sentral rolle for produktivitet av 
mikroalger. Det arbeides med designutvikling av fotobioreaktorer for industriell skala som 
gjør det mulig å oppnå lønnsom massekultivering. Yongamanaltchal et.al (1992) demonstrerte 
ved dyrking av P. tricornutum i batch at et høyt overflate/volum-forhold i reaktor førte til 
betydelig høyere vekstrate og total biomasse (Yongmanltchal & Ward, 1992), som igjen har 
sammenheng med at cellenes tilgang på lys er større ved høyere overflate/volum-forhold. 
Selvskygging av celler i kultur er en kjent utfordring ved kultivering, som til en viss grad kan 
motvirkes ved systemer for omrøring/miksing av kultur. Slike observasjoner understreker 
viktigheten av å benytte test-reaktorer som i størst mulig grad simulerer dimensjoner av 
reaktor for pilotstudier og produksjon, som er viktig for å kunne forutse produksjon i storskala 
med større sikkerhet.  
 
 
2.4 Sentral karbonmetabolisme i mikroalger 
 
Den sentrale karbonmetabolismen i fototrofe mikroalger er sammensatt av prosessene 
fotosyntese, glykolyse, pentosefosfatveien, sitronsyresyklus og oksidativ fosforylering 
(Baroukh et al., 2014; Yang et al., 2000).  Fotosyntesen består av to steg, det lysavhengige og 
den lysuavhengige Calvinsyklusen. I det lysavhengige steget blir oksygen og energibærerne 
ATP og NADPH produsert fra vann og energi fra lys. Energibærerne transporteres til stroma 
av kloroplasten og benyttes til fiksering av karbondioksid gjennom Calvinsyklusen. Resultatet 
av prosessen er sukkeret glyceraldehyd 3-fosfat (GAP). GAP transporteres videre til cytosol 
hvor det går inn midt mellom glykolysens øvre og nedre del. Øvre del av glykolysen 
genererer glukose 6-fosfat (G6P) som benyttes enten for syntese av karbohydrater eller til 
generering av NADPH gjennom pentosefosfatveien. I den lavere del av glykolysen dannes det 
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sitronsyresyklus som skjer i mitokondriet hvor det produseres en rekke mellomprodukter for 
syntese av biomasse, klorofyll, DNA, RNA og proteiner. ATP genereres fra kofaktorene 
FADH og NADH gjennom oksidativ fosforylering (McKee & McKee, 2009). 
 
 
2.5 Lipider i mikroalger 
 
Mikroalger er kilde til flere høyverdige lipider og flere strategier kan benyttes til å øke 
lipidinnhold. Mangel på næringsstoffer, spesielt nitrogen er en viktig stimulerende faktor til 
økt lipid-syntese og akkumulering for mange arter (Popko et al., 2016). Også introduksjon av 
andre stressfaktorer i form av lysintensitet, temperatur og salinitet kan benyttes for å drive 
opp lipidproduksjon (Cheirsilp & Torpee, 2012; Sukenik & Wahnon, 1991; Zhu et al., 1997). 
Det finnes to hovedklasser av lipider i alger: Nøytrale lipider som triacylglyseroler (TAG) 
som benyttes til energi eller lagres i lipiddråper, og polare lipider som glyko- og fosfolipider 
som fungerer som strukturelle komponenter i cellemembraner og som signalmolekyler og 
mellomprodukter i lipidsyntese (Borowitzka & Moheimani, 2013). Mikroalger lagrer nøytrale 
lipider intracellulært i organeller kalt lipiddråper omgitt av en rekke proteiner som antas å 
bidra med enzymatisk aktivitet i lipidmetabolismen, stabilisering av organellen og hindre 
fusjon mellom lipiddråper (Goold et al., 2015). De fleste mikroalger lagrer hovedsakelig 
nøytrale fettsyrer i form av TAG, men flere haptofytter, deriblant I. galbana, produserer 
istedenfor TAG ulike langkjedede ketoner kalt alkenoner (Hirakawa, 2017).  Generelt 
inneholder TAG i mikroalger hovedsakelig mettede og enumettede fettsyrer, mens de 
flerumettede fettsyrene finnes som polare lipider i membraner (Remmers et al., 2017; Siaut et 
al., 2011).   
 
Fytoplankton utgjør primærprodusentene av omega-3 fettsyrer som akkumuleres oppover i 
den marine næringskjeden. Interessen for å utnytte disse organismene direkte for ekstraksjon 
av EPA og DHA er stigende fordi forbruket og etterspørselen etter omega-3 produkter er 
økende samtidig som presset på mange fiskebestander også øker (Adarme-Vega et al., 2012; 
Pauly et al., 2002). Eikosapentanoensyre (EPA) og Dokosapentanoensyre (DHA) er fettsyrer 
som må tilføres gjennom kosten ettersom de i minimal grad kan syntetiseres i 
menneskekroppen fra de essensielle fettsyrene Linolsyre (LA) og Alfalinolensyre (ALA) 
(Pawlosky et al., 2001). Det siste århundret har det vært en stor økning i inntaket av omega-6-
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har gått fra 1-2:1 til 20-30:1 (Simopoulos, 1999). Omega-3 fettsyrer har flere beviste 
helsefordeler og er nødvendige for både dyr og mennesker, det er påvist at de har 
antiinflammatorisk virkning og positive effekter på fosterutvikling og på kardiovaskulær helse 
(Helland et al., 2008; Serhan et al., 2008). Eikosanoider fra omega-6 fettsyrer har derimot 
proinflammatorisk virkning og et høyt inntak av omega-6 fettsyrer er forbundet med en rekke 
inflammatoriske sykdommer (Patterson et al., 2012). Globale og nasjonale helsemyndigheter 





Dyrking av mikroalger kan gjøres i åpne eller i lukkede systemer, hvorav de fleste 
kommersielle arter blir produsert i førstnevnte (Guevara-Gonzalez & Torres-Pacheco, 2014). 
Åpne systemer er dammer eller bassengkonstruksjoner hvor algekulturene er utsatt for det 
omkringliggende miljøet. Slike systemer er effektive for massekultivering, rimeligere og 
lettere å vedlikeholde enn lukkede systemer. Ulempene er at de i større grad enn lukkede 
systemer er utsatt for kontaminasjon i form av bakterier og andre algearter og svingninger i 
temperatur og belysning (Kim, 2015; Kim et al., 2012). I åpne systemer må dyrking av algene 
skje i selektive miljøer for å begrense kontaminasjon, for eksempel høye pH- eller saltnivåer, 
noe som gjør at en slik produksjonsmetode begrenser seg til relativt få arter (Borowitzka, 
1999). I lukkede systemer er kulturen skjermet for det omkringliggende miljøet, noe som gir 
større kontroll over prosessen ved at vekstforhold i stor grad kan styres. Investerings- og 
driftskostnadene er høyere enn ved åpne systemer som følge av mer avanserte tekniske 
installasjoner samt drift og vedlikehold av disse, men produktiviteten er også betydelig høyere 
i lukkede systemer (Richmond, 2008; Ruiz et al., 2016). Valg av dyrkingssystem avhenger av 
alge og produktet som skal utvinnes, men også av geografisk plassering, da åpne systemer vil 
være mest produksjonseffektive i områder med stabilt klima med mye sol og lite nedbør 
(Lucas et al., 2019). Felles for alle dyrkingssystemer er at de trenger tilførsel av CO2, oksygen 
og en lyskilde. En form for miksing er nødvendig for å sørge for nærings- og gassutveksling 
og for å motvirke fenomenet kalt «self shading» som er effekten av at celler nær lyskilde 
skygger for celler med større avstand til lyskilden (Cheirsilp & Torpee, 2012).  
 
Det finnes tre hovedformer for kultivering i lukkede systemer – batch, semi-kontinuerlig og 
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dyrking i medium med en begrenset mengde næringsstoffer uten tilførsel eller uttapping 
underveis (Becker, 2004). I en slik kultur vil man kunne observere ulike faser av vekst. Lag-
fasen som opptrer først er en periode med lav veksthastighet der cellene i kulturen tilpasser 
seg sitt nye miljø. Deretter øker veksthastigheten og kulturen entrer eksponentiell fase som 
kjennetegnes ved nettopp eksponentiell vekst som følge av gode vekstforhold og rik tilgang 
på næring og lys. Når ett eller flere substrater i medium blir begrensende, eller en eller flere 
faktorer inhiberer veksten, vil kulturen gå over i stasjonær fase, hvor antallet celler som deles 
tilsvarer antallet celler som dør. Når inhiberende faktorer og mangel på næringsstoffer blir 
mer uttalte vil kulturen etterhvert gå inn i dødsfase hvor flere celler dør enn antall celler som 
deles. En semi-kontinuerlig kultur kjennetegnes ved at det periodisk hentes ut et volum av 
kulturen som blir erstattet med friskt medium. En kjemostat er en type kontinuerlig kultur der 
tilførsel av ferskt medium er det samme som mengden kultur som fjernes, slik at 
kulturvolumet og det kjemiske miljøet er det samme hele tiden (Becker, 2004). Dette gir 
muligheten til å studere en kultur ved spesifikke vekstrater eller forhold over tid. Vekstraten i 
en kjemostat er den samme som fortynningsraten (Ziv et al., 2013). I en tradisjonell kjemostat 
er fortynningsraten bestemt av operatør gjennom satt pumpehastighet. En turbidostat er en 
variant av kjemostat hvor tilførsel av medium reguleres etter turbiditeten i kulturen, 
fortynningsraten er dermed bestemt av algens vekst i de gitte forholdene. En sekundær 
lyssensor registrerer hvor mye lys som slipper gjennom kulturen, og når den overstiger en viss 
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3 Materialer og metoder 
For å studere effekten av miksotrofi på vekst og fettsyresammensetning av algene 
Phaeodactylum tricornutum og Isochrysis galbana og vurdere potensialet for utnyttelse av 
miksotrofi i kommersiell produksjon foretok jeg først en kartlegging. I kartleggingen ble 
begge artene dyrket i batch-kultur med 24-timers belysning i 23°C uten noen form for 
organisk karbon tilsatt. Videre utførte jeg dyrking med de organiske karbonkildene glukose 
(C6H12O6), glyserol (C3H8O3) og natriumacetat (C2H3NaO2), som alle ble sammenlignet med 
resultatene fra den fotoautotrofe kulturen. Resultatene fra den initielle kartleggingen brukte 
jeg til å velge hvilken av de to algene og hvilket karbonsubstrat som var mest interessant å gå 
videre med for dyrking som kontinuerlig kultur i en turbidostat-reaktor. 
 
 I turbidostat-reaktoren ble det utført tre forsøk. Disse var 18:6 L/M (lys/mørke)-syklus uten 
acetat, 18:6 L/M-syklus med acetat og 24 timers belysning med acetat. Resultatene fra forsøk 
med L/M-syklus ble sammenlignet med resultatene fra 24 timers belysning for å studere 
effekt av L/M- syklus på vekst og fettsyresammensetning, mens resultat fra de to forsøkene 
med L/M-syklus ble vurdert mot hverandre for å danne et bilde av effekten av acetat på vekst 
og fettsyresammensetning. Figur 3 viser bilder fra dyrkingsforsøkene og flytskjema for 
arbeidet er vist i figur 4.  
 
 
Figur 3: Bilde til venstre: Batch-kulturer av P. tricornutum dyrket i 300 ml glassrør i 
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Figur 4: Flytskjema for arbeidet. Resultater fra dyrking av P. tricornutum og I. galbana i batch-kultur 
(del I) med og uten de organiske karbonsubstratene glukose, glyserol og acetat ledet til utvalg av  
P. tricornutum videre i dyrkingsforsøk som kontinuerlig kultur i turbidostat-reaktor med og uten acetat 
(del II). De samme tekniske analysene (tetthetsmåling, celletelling, fettsyreanalyse og elementanalyse) 




3.1 Mikroalger og karbonsubstrater 
3.1.1 Mikroalger 
 
Mikroalgene benyttet i prosjektet er Phaeodactylum tricornutum, isolat B58 og Isochrysis 
galbana, isolat CCMP 462. P. tricornutum B58 er et lokalt isolat fra Puddefjorden i Bergen, 
Norge. Denne ble tidligere beskrevet som ND58 (Prestegard et al., 2009).  I. galbana CCMP 
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100 ml inokulum fra begge alger ble vedlikeholdsdyrket i 200 ml erlenmeyerkolber med 
Walnes medium (Walne, 1970) laget med autoklavert 100 % sjøvann i inkubatorskap ved 
15°C med 14:10 L/M belysning (~80 μmol m-2 s-1 ovenfra,~50 μmol m-2 s-1 fra sider).   
 
 
3.1.2 Vekstmedium og organiske karbonsubstrater 
 
I alle vekstforsøk i prosjektet ble det benyttet f/4-medium (Vedlegg C) tillaget med 100 % 
autoklavert sjøvann. 
 
Stamløsninger med glukose (Sigma Aldrich) og natriumacetat (Merck) ble tillaget i 10 ml 
polypropylenrør (Falcon) med MQ-vann og sterilfiltrert til nye rør. Viskøs glyserol  
(Sigma Aldrich) ble overført direkte til 10 ml polypropylenrør med bruk av sterilteknikk 







P. tricornutum og I. galbana ble dyrket som 300 ml batch-kultur (Figur 3) med tilsetning av 
glukose, glyserol, acetat og uten tilsetning av organisk karbon (heretter omtalt som 
fotoautotroft dyrket kultur) som vist i flytskjema (Figur 4). 30 ml inokulum ble resuspendert i 
ca. 270 ml F4 medium og overført til 300 ml glass-sylindre og plassert i temperatur-
kontrollert vanntank som holdt 23°C (+/-0,5). CO2 ble tilført kulturer ved kontinuerlig bobling 
av 1% CO2-anriket luft til bunnen av alle rør. Kulturer ble blandet ved fysisk omrøring 1-2 
ganger per dag i tillegg til blandingen fra gasstilførsel. Konstant lys ble sikret ved 6 
horisontale fluorescensrør (Phillips MASTER, TL-D 90 Graphica 58W/95) festet på baksiden 
av vanntanken. Initiell lysstyrke var 15 μmol foton m-2s-1 og den ble oppjustert med det 
dobbelte daglig (når måling av OD bekreftet dobling i tetthet i alle kulturer) opp til 300 μmol 
foton m-2s-1. Lysmåling ble gjort ved bruk av håndholdt fotometer (LI-250A, LI-COR 
biosciences, UK). Prøverør med P. tricornutum ble gjennom forsøket tilsatt karbonsubstrat 
med sluttkonsentrasjoner på: 0,05 M glukose, 0,1 M glyserol eller 0,005 M 
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på: 0,02 M glukose, 0,05 M glyserol eller 0,01 M natriumacetat. Alle kulturer ble dyrket i 
triplikater. Tilsetning av karbon (C) skjedde gradvis, med 10, 40 og 50% av total mengde, 
med noen dagers mellomrom for tilvenning til C-nivåer. Første tilsetning skjedde ved start av 
eksperiment, deretter ved bekreftet eksponentiell vekst og siste tilsetning etter bekreftet 
fortsatt eksponentiell vekst. 
 
 
3.2.2 Kontinuerlige kulturer 
 
P. tricornutum ble dyrket i flat-panel 3,8 L fotobioreaktor (Algaemist-S, 
Ontwikkelwerkplaats, Wageningen UR, Nederland). Reaktoren er utstyrt med LED lamper 
som belyste kulturen i glasskolben fra 14 mm avstand. Luft ble tilført kulturen (398 ml min-1) 
gjennom 0,2 μm filter (Acrodisc1 PTFE filters, Pall Corporation, USA). CO2 ble tilført 
gjennom 0,2 μm filter (Acrodisc1 PTFE filters, Pall Corporation, USA) når pH gikk over 
setpoint, pH setpoint var 7,9. Temperatur ble satt til ~ 23˚C og ble ved avvik fysisk opp- eller 
nedregulert ved tapping av varmt eller kaldt vann til reservoaret for kjølevann som sirkulerer i 
rom utenfor kultur-kammeret som følge av at det innebygde oppvarmingssystemet var defekt. 
I forkant av det første forsøket i fotobioreaktoren ble kolben sterilisert ved autoklavering  
(121˚C, 20 min). Kultiveringsparametrene pH, temperatur, inn- og utgående lys, strøm av luft 
og CO2 ble registrert elektronisk hvert minutt og loggført i program utviklet i labVIEW ved 
universitetet i Wageningen. (Vedlegg B.3).  
 
Jeg satte opp følgende tre kontinuerlige kulturer av P. tricornutum: 18:6 L/M syklus uten 
organisk karbonsubstrat, 18:6 L/M syklus med acetattilsetning, og kontinuerlig lys (24h) med 
acetattilsetning (Figur 4). Kulturer i alle forsøk mottok lik mengde μmol foton m-2 d-1. For 
kulturer med 18:6 L/M-syklus innebar det 400 μmol foton m-2 s-1 lysstyrke i periode med lys, 
og 300 μmol foton m-2 s-1 for kultur med 24-timers belysning (Figur 5). Ved oppstart av 
kontinuerlig kultur ble 100 ml inokulum oppkonsentrert ved sentrifugering og tilsatt 270 ml 
F4-medium. Sentrifugering ble utført for å redusere bakterieinnhold og for å raskere oppnå en 
ønsket celletetthet i kultur.  
 
Kulturene ble dyrket til «steady state» og opprettholdt på dette nivået i tre dager. «Steady 
state» vil si forholdet der vekstraten er konstant i et miljø der alle kultiveringsparametere (pH, 
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I forsøk med L/M-syklus var ikke lys eller celletetthet konstant over 24 timer, og jeg anså 
kulturene å være i «steady state» når verdier fra spektrofotometriske målinger, registrerte 
kultiveringsparametere og forbruk av medium var like over de tre dagene. I forsøkene med 6 
timer mørkeperiode ble det gjennom de 3 dagene av «steady state» tatt ut prøver for måling av 
fettsyreinnhold, innhold av karbon og nitrogen, bakteriemåling og celletelling like før og på 
slutten av nevnte periode, mens OD ble målt rett før og hver time under mørkeperiode. I 
forsøk med kontinuerlig lys ble det gjennom «steady state» tatt prøver for fettsyreinnhold, 
innhold av karbon og nitrogen, bakteriemåling og celletelling en gang per dag, samt 
tetthetsmålinger av kultur.   
 
 
Figur 5. De to ulike lysforholdene benyttet i forsøk som kontinuerlig kultur i turbidostat-reaktor med 
A) 400 μmol foton m-2 s- i 18:6 L/M-syklus og B) 300 μmol foton m-2 s- ved kontinuerlig belysning. X-







Fot alle batchkulturer målte jeg daglig optisk tetthet (OD) spektrofotometrisk ved 750 nm 
bølgelengde (UV-1201V, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan). Tetthetsmålingene ble 
benyttet til å lage vekstkurver og kalibrere tørrvekt. Prøver til bakterietelling, fettsyre-, og 
elementanalyser ble tatt en gang i hver fase. Ved OD > 0,5 ble prøven fortynnet slik at målt 
verdi alltid lå mellom 0,2 og 0,5. Det ble også gjort målinger ved 680 nm. Forholdet mellom 
680 og 750 nm ble sett på som indikasjon på endringer i kulturenes klorofyllnivå eller 
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forsøkene ble målt ved bruk av spektrofotometer (UV-1800, Shimadzu Corporation, Kyoto, 
Japan) for å fastslå «steady state» hvor det ble gjort prøvetaking til fettsyre-, bakterie- og 
elementanalyser.  Nevnte prøver ble gjort før og etter mørkeperiode i forsøk med L/M-syklus 
og en gang daglig i forsøk med 24-timers belysning. Ved OD > 0,5 ble prøven fortynnet, slik 
at målt verdi lå mellom 0,2 og 0,5. Også her ble forholdet mellom 680 og 750 nm brukt som 
indikasjon på klorofyllnivå eller potensielle kontaminasjoner. Tørrvekt ble kalibrert ut fra 
målinger av optisk tetthet ved 750 nm. 
 
 
3.3.2 Celletelling  
Antall algeceller ble telt i hemocytometer (Bürker) med 400x forstørring for å bekrefte 
utviklingen i OD-grafene. Det ble samtidig sett etter potensielle kontaminasjoner og 
uregelmessigheter i celleform. I dyrkingsforsøk i turbidostat ble også fordelingen mellom 
fusiforme, ovale og triradiate celler studert. I forkant av undersøkelse i mikroskop ble 
fortynnet prøve fra tetthetsmåling videre fortynnet slik at antallet celler i hvert av de 9 
kvadratene var på mellom 40-80 celler.  
 
 
3.3.3 Flowcytometri (FCM) 
 
Estimat på bakterieinnhold i kulturene ble gjort på bakgrunn av analyser med instrumentet 
FACS Calibur BC Flow cytometer (Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) etter 
metode beskrevet av Marie et.al (1999). 1 ml prøve fra algekultur ble fiksert med 20 µl 25 % 
gluteraldehyd og fiksert i 30 minutter i mørke ved 4 °C. Deretter ble de hurtigfryst i flytende 
nitrogen (-200 °C) og lagret ved -80 °C frem til analyse. Prøver ble tint i mørke ved 4 °C og 
fortynningsserie av prøvene på 10x,100x,1000x og 10000x ble tillaget med 0,2 µm 
filtersterilisert TE-buffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8), samt 3 stk negative kontroller 
med kun TE-buffer. Videre ble prøver og kontroller tilsatt 10 µl SYBR Green I DNA 
fargestoff 100x fortynnet (Life Technologies, Canada), inkubert i 10 minutter i 80 °C vannbad 
og oppbevart i mørke og romtemperatur for avkjøling i 30 minutter frem til analyse. Telling 
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3.3.4 Elementanalyse (CHN) 
 
Elementanalyser ble utført etter metode beskrevet av Pella & Colombo (Pella & Colombo, 
1973). 100 µl ren prøve ble filtrert gjennom glødet 25 mm GF/F glass-mikrofiberfilter 
(Whatman), pakket i aluminiumsfolie og lagret ved -20°C frem til analyse. Filtrene ble så 
tørket i romtemperatur i 24 timer og deretter pakket med pinsett i tinnkapsler. Benk og utstyr 
ble vasket med etanol og pinsetter ble flammesterilisert for å unngå påvirkning av fett og støv 
på prøveresultater. Samtidig ble det forberedt kontroller med 10,20,50,100,150 og 250 µl 
asparginsyre med kjent innhold av elementene, samt tomme tinnkapsler. Innhold av karbon og 
nitrogen ble bestemt ved forbrenning i FLASH 2000 element-analysator (Thermo Fischer 
Scientific) hvor en termal konduktivitetsdetektor detekterer endring i den termale 
ledningsevnen hos avløpsgassen sammenlignet med referansegassen. Analysen ble utført med 
følgende parametere: bæregass (helium) 130 ml min-1; referansegass (helium) 100 ml min-1; 





Prøver til fettsyreanalyse ble forberedt ved at 10 ml kultur ble sentrifugert ved 5000 rpm, 
supernatant fjernet og pellet lagret ved -20°C frem til analyse. Lipid-ekstraksjon og 
esterifisering til fettsyremetylestere ble utført eksternt, ved direkte esterifisering etter metoden 
til Meier et al (2006).  C23:0 ble brukt som intern standard og HCl i metanol som katalysator 
for metylering av fettsyrer. Isooktan ble benyttet til ekstraksjon av metylerte fettsyrer og for å 
fortynne prøven før analyse i GC. Fremgangsmåte er blitt beskrevet i detalj av Steinrücken 
et.al (2017). Gasskromaografisk analyse av fettsyremetylestere ble utført etter metode 
beskrevet av Prestegard et al. (2016).  
 
 
3.3.5 Analyse av acetatkonsentrasjon i medium av kontinuerlige kulturer   
 
Prøver til acetatanalyse av medium ble tatt av kulturer tilsatt acetat. 1 ml prøve ble spunnet 





- 26 - 
Konsentrasjon av acetat ble bestemt gjennom kolorimetrisk analyse ved bruk av acetat-
kolorimetrisk kit (Sigma Aldrich). Analyse ble utført av forskningsassistent ved Norce, Hanna 





Tørrvekt av både I. galbana og P. tricornutum ble regnet ut ved å multiplisere verdi fra 
tetthetsmåling med kalibreringsfaktor (0,4171 for spektrofotometer benyttet i batch-forsøk og 
0,2526 for spektrofotometer benyttet i forsøk i turbidostat) fra kalibreringskurver (av Pia 
Steinrücken, UiB) basert på gjentatte målinger av tetthet av P. tricornutum plottet mot 
tørrvekt. (Originalt ble alle prøver filtrert og veid, men på grunn av feil i etablert metode ble 
filtre tørket med lokk og resultatene viste derfor ikke sann tørrvekt. Sammenligning av 
filtertørrvekt av I. galbana og P. tricornutum mot tetthetsmålinger viste høy grad av likhet, 
utarbeiding av kalibreringskurver for I. galbana ble derfor ikke gjort. 
 
Vekstrate i batch-kulturer ble regnet ut ved formel: 
 
μ = ln(N2/N1) / (t2 − t1) 
 
μ er vekstrate, N1 og N2 står for biomasse i gram på tidspunkt 1(t1) og 2(t2). 
 
μmax = maksimal vekstrate i batch-kulturer. (Eksponentiell vekstfase ble definert som rett linje 
i logaritmisk graf og maksimal vekstrate bestemt ut fra de tre dagene i eksponentiell fase med 
brattest kurve) 
 
Vekstrate i «steady state» i kontinuerlig kultur tilsvarer fortynningsrate og regnes ut ved 
formel:  
 
μ = D = F/V  
 
μ er vekstrate, D er fortynningsrate, F (Flow) er medium tilført kulturen per døgn, V er volum 
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Produktivitet i «steady state i kontinuerlig kultur ble regnet ut ved følgende formel: 
   	
𝑃!"#$%&&' 	(𝑚𝑔	𝐿()	𝑑𝑎𝑔()) = 	µ		𝑥	𝐷𝑊 
    





Lipidproduktivitet * ble regnet ut ved følgende formel:  
 
𝑃/"0"+ 	(𝑚𝑔	𝐿()	𝑑𝑎𝑔()) = 𝑃!"#$%&&' 	𝑥	%	𝐹𝐴 
 
 
* Produktivitet ble regnet fra dagen maksimal OD ble målt (dermed også høyeste tørrvekt), 
mens fettsyremålingene ble gjort i eksponentiell fase.  
 
 
3.3.8 Statistikk og programvare 
 
Alle resultater er presentert som gjennomsnitt av biologiske triplikater og standardavviket 
mellom disse. One-way anova og Tukeys multiple comparison test ble benyttet for 
variansanalyse med 95 % konfidensintervall, der p-verdier < 0,05 ble ansett som statistisk 
signifikante. R Software (R Core Team, 2017. R: A language and environment for statistical 
computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. URL <https://www.R-
project.org/>) ble benyttet for variansanalyser og PCA- analyser og plots. På grunn av 
skjevfordeling av data til PCA-analyser utførte jeg logaritmisk transformasjon for å 
normalisere datasettet. Loggføring av data og alle andre grafiske fremstillinger ble laget ved 
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4 Resultater  
 
Resultater fra batch-forsøkene utgjorde som nevnt vurderingsgrunnlaget for utvalg av alge og 
organisk karbonsubstrat til forsøk i turbidostat-reaktor som kontinuerlig kultur. Jeg ønsket å 
få svar på om det var en signifikant forskjell i biomasse-produktivitet, fettsyreinnhold og 
fettsyresammensetning hos I. galbana og P. tricornutum ved dyrking med tilskudd av 
organiske karbonsubstrater sammenlignet med fotoautotrof dyrking. Videre ønsket jeg å finne 





Figur 6 og 7 viser vekst av henholdsvis P. tricornutum og I. galbana dyrket fotoautotroft og 
med tilsetning av de organiske karbonsubstratene glukose, glyserol og acetat. Tabell 1 viser 
vekstrater og produktivitet i de ulike kulturene.  
 
 
4.1.1 Vekst på organiske karbonsubstrater  
 
Glukose, glyserol og acetat førte til ulik grad av biomasse-produktivitet (tabell 1) og lengde 
av vekstperiode frem til stasjonær fase inntraff (Figur 6). Fotoautotrof dyrking av  
P. tricornutum ga en produktivitet på 0,25 g L−1 d−1 mot 0,16, 0,19 og 0,24 g L−1 d−1 ved dyrking 
på henholdsvis glukose, glyserol og acetat (Tabell 1). Fotoautotroft dyrket kultur vokste i 24 
dager før den gikk inn i stasjonær fase, mens kulturer der mediet var tilsatt glukose, glyserol 
og acetat vokste i henholdsvis 11, 16 og 31 dager før stasjonær fase inntraff. 
 
Fra tabell 1 kan man lese at de maksimale vekstratene for P. tricornutum dyrket med glyserol 
(0,66 d-1) og acetat (0,64 d-1) var signifikant høyere enn ved fotoautotrof vekst (0,57 d-1) med 
karbondioksid som eneste kilde til karbon. Maksimal vekstrate for kultur dyrket med glukose 
var også høyere (0,61 d-1) enn for fotoautotrof vekst, men forskjellen var ikke signifikant. 
P. tricornutum nådde høyere biomassetetthet ved dyrking på acetat enn fotoautotrof dyrking, 
med henholdsvis 7,37 mot 6,01 g L-1, mens tilsetning av glukose og glyserol resulterte i 





- 29 - 
 
I. galbana oppnådde høyest produktivitet ved tilsetning av glukose med 0,19 g L−1 d−1 mot 0,16, 
0,14 og 0,14 g L−1 d−1 ved henholdsvis fotoautotrof dyrking, glyserol-, og acetattilsetning 
(Tabell 1). Antall dager i vekst frem til stasjonær fase var på 15, 16, 13 og 24 dager for 
henholdsvis fotoautotroft dyrket kultur og kulturer tilsatt glukose, glyserol og acetat (Figur 7).  
 
For I. galbana var de maksimale vekstratene ved dyrking med glukose og acetat signifikant 
høyere enn ved fotoautotrof dyrking og dyrking med glyserol med henholdsvis 0,71 og 0,68 
g/L mot 0,60 og 0,62 g L-1. Høyest biomassetetthet ble observert i kulturene dyrket med 
tilsetning av acetat (3,44 g L-1) og med tilsetning av glukose (2,97 g L-1) som var signifikant 
høyere enn biomassen oppnådd når kulturen ble dyrket fotoautotroft (2,36 g L-1). Glyserol 




Figur 6. Gjennomsnittlig vekst for batch-kulturer av P. tricornutum med og uten tilsetning av 
organisk karbon. Y-akse representerer optisk tetthet (750 nm) og X-akse representerer tid (dager). 
Usikkerhetsstolper representerer standardavvik (n=3). Pilhoder viser dag for prøvetaking for 
eksponentiell (pilhode ned) og stasjonær fase (pilhode opp), og er fargekoordinert etter organisk 
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Figur 7. Gjennomsnittlig vekst for batch-kulturer av I. galbana med og uten tilsetning av organisk 
karbon. Y-akse representerer optisk tetthet (750 nm) og X-akse representerer tid (dager). 
Usikkerhetsstolper representerer standardavvik (n=3). Pilhoder viser dag for prøvetaking for 
eksponentiell (pilhode ned) og stasjonær fase (pilhode opp), og er fargekoordinert etter organisk 




Tabell 1. Gjennomsnittlig maksimal veksthastighet (μmax d-1), biomasse-produktivitet (BM g L−1 d−1) 
og maksimal biomassetetthet (BM g L−1) av P. tricornutum og I. galbana i batch-kultur ved 
fotoautotrof vekst og ved glukose, glyserol og acetat som organiske karbonsubstrater. Alle verdier er 








 μmax d-1 
 
produktivitet  














Foto 0,57 ± 0,02 0,25 ± 0,01 6,01 ± 0,34 0,60 ± 0,01 0,16 ± 0,01 2,36 ± 0,08 
Glukose 0,61 ± 0,03    0,16 ± 0,02 * 1,77 ± 0,20 * 0,71 ± 0,01* 0,19 ± 0,02 2,97 ± 0,23* 
Glyserol    0,66 ± 0,01 * 0,19 ± 0,04 3,37 ± 0,44 * 0,62 ± 0,02 0,14 ± 0,01 1,82 ± 0,18* 
Acetat    0,64 ± 0,01 * 0,24 ± 0,01 7,37 ± 0,23 * 0,68 ± 0,01 * 0,14 ± 0,04 
 
   3,44 ± 0,63 * 
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4.1.2 Effekt av organiske karbonsubstrater på totalt lipidinnhold og fettsyreprofil 
 
Som vist i tabell 2 varierte det totale fettsyreinnholdet i algene mellom alle dyrkingsforhold.  
Hos P. tricornutum i eksponentiell fase er totalt fettsyreinnhold (tFA) høyest i kultur tilsatt 
glukose (188,40 mg g-1) etterfulgt av glyserol (163,76 mg g-1), fotoautotroft dyrket kultur 
(147,95 mg g-1) og acetat (133,65 mg g-1). Forsøket viser at alle kulturer med unntak av den 
tilsatt acetat hadde et lavere innhold av fettsyrer i stasjonær fase enn i eksponentiell fase 
(Tabell 2).  Det er viktig å understreke at et høyt standardavvik i fettsyremålinger av kultur 
dyrket med tilskudd av glyserol i stasjonær fase gjorde disse resultatene upålitelige. Den store 
variasjonen kan skyldes at de tre kulturene var i ulike vekststadium og/eller at det har skjedd 
en feil ved preparering eller analyse.  
 
For I. galbana førte tilskudd av glukose og acetat til signifikant høyere tFA enn fotoautotroft 
dyrket kultur i eksponentiell fase, med lipidinnhold på henholdsvis 127,03 og 126,82 mg g-1 
mot 74,12 mg g-1 i fotoautotroft dyrket kultur. Glyserol førte til et høyere lipidinnhold enn i 
fotoautotroft dyrket kultur med 92,43 mg g-1, men forskjellen var ikke signifikant.  
Fotoautotroft dyrket kultur og kultur tilsatt glyserol hadde et høyere totalt fettsyreinnhold i 
stasjonær fase enn i eksponentiell fase, mens kulturene tilsatt glukose og acetat hadde et 
lavere totalt fettsyreinnhold i stasjonær fase (Tabell 2).  
 
 
Tabell 2. Totalt fettsyreinnhold i P. tricornutum og I. galbana i eksponentiell og stasjonær fase. Alle 
verdier er oppgitt i mg g-1 dw BM med standardavvik (stdav) (n=3). Utheving i rødt markerer resultat 
ansett som upålitelig. 
Alge Kultur tFA eksp.fase 
(mg g-1 dw) 
tFA stasj.fase 




Foto 147,95 ±17,23 113,29 ±19,34 
Glukose 188,40 ± 2,32 * 163,00 ±19,26 * 
Glyserol 163,76 ± 8,33 95,31 ± 83,99 




Foto 74,12 ± 11,48 150,35 ± 0,70 
Glukose 127,03 ± 8,76* 119,83 ± 7,91* 
Glyserol 92,43 ± 11,05 106,82 ± 5,40* 
Acetat 126,82 ± 5,54* 72,50 ± 11,47* 






- 32 - 
4.1.3 Effekt av organiske karbonsubstrater på lipidproduktivitet 
 
Ingen karbonsubstrater ga økt lipidproduktivitet hos P. tricornutum sammenlignet med 
fotoautotroft dyrket kultur (Tabell 3). Fotoautotroft dyrket kultur hadde en høyere lipid-
produktivitet (36,95 mg L−1 d−1) enn kulturer dyrket med tilsetning av glukose (29,64 mg L−1 d−1), 
glyserol (31,94 mg L−1 d−1) og acetat (31,50 mg L−1 d−1), men produktiviteten av flerumettede 
fettsyrer (herunder EPA) var signifikant høyere i kultur dyrket med acetat. Produktivitet av 
PUFA og EPA var henholdsvis 13,56 og 6,64 mg L−1 d−1 i kultur tilsatt acetat mot 11,45 og 
5,81 mg L−1 d−1 i fotoautotroft dyrket kultur.  
 
I. galbana responderte med økt lipid-produktivitet på alle karbonsubstrater sammenlignet med 
fotoautotrof dyrking (tabell 3). Kulturen tilsatt glukose hadde høyest lipidproduktivitet med 
23,5 mg L−1 d−1 mot 11,55 mg L−1 d−1 i fotoautotrof kultur. Glukose resulterte også i høyere 
produktivitet av flerumettede fettsyrer og DHA med henholdsvis 8,06 og 2,73 mg L−1 d−1 mot 
5,07 og 1,67 mg L−1 d−1 i fotoautotrof kultur. 
 
 
Tabell 3. Lipid- produktivitet hos P. tricornutum og I. galbana ved fotoautotrof vekst og ved glukose, 
glyserol og acetat som organiske karbonsubstrater, med antall dager til maksimal tetthet. Verdier er 
basert på gjennomsnitt av biologiske triplikater og oppgitt i mg L−1 d−1 med standardavvik (stdav).  






Antall dager til 
maksimal 
tetthet 
Total FA - 
produktivitet 



















Foto 24 36,95 ± 1,42 9,53 ± 0,12 14,13 ± 0,25 11,45 ± 0,12 5,81 ± 0,01 0,44 ± 0,0 
Glukose 11 29,64 ± 3,40* 10,23 ± 0,15* 12,90 ± 0,05* 5,74 ± 009* 2,96 ± 0,02* 0,14 ± 0,00* 
Glyserol 16 31,94 ± 5,89 9,75 ± 0,05* 16,14 ± 0,13* 5,22 ± 0,02* 2,72 ± 0,01* 0,27 ± 0,00* 




Foto 15 11,55 ± 0,41 3,72 ± 0,04 2,35 ± 0,01 5,07 ± 0,05 0,06 ± 0,00 1,67 ± 0,0 
Glukose 16,0 23,50 ± 1,80* 8,24 ± 0,04* 6,95 ± 0,03* 8,06 ± 0,06* 0,08 ± 0,00* 2,73 ± 0,01* 
Glyserol 13 13,20 ± 0,73* 4,69 ± 0,03* 4,20 ± 0,02* 4,24 ± 0,04* 0,16 ± 0,00* 1,66 ± 0,01 
Acetat 24 16,92 ± 3,64 6,16 ± 0,02* 2,03 ± 0,0* 6,54 ± 0,03* 0,09 ± 0,00* 2,16 ± 0,00* 
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Både PCA diagrammer (Figur 8) og søylediagrammer (Figur 9) viser at 
fettsyresammensetningen av P. tricornutum dyrket som batch-kulturer varierte både mellom 
eksponentiell og stasjonær fase under samme type vekstbetingelser og mellom de ulike 
karbonbehandlingene. Den største forskjellen i fettsyreprofil forårsaket av vekststadium 
(eksponentiell mot stasjonær fase) kunne observeres i kulturen dyrket med acetat. Endringene 
fulgte imidlertid samme mønster som det jeg observerte for kulturene som ble dyrket 
fotoautotroft, med økning av det prosentvise innholdet av fettsyrene 16:0, 16:1 n-7, 18:1 n-9 
og 20:4 n-6 og en nedgang av 16:2 n-4, 16:3 n-4 og 20:5 n-3. Størst grad av likhet i 
fettsyredistribusjon mellom kultur dyrket fotoautotroft og med acetattilsetning ble observert i 
stasjonær fase. Fettsyreprofilene for kulturer tilsatt glukose og glyserol lignet hverandre og 
begge skilte seg klart fra profilene til kulturer dyrket fotoautotroft og med acetattilsetning. 
Endringene i profil mellom eksponentiell og stasjonær fase hos kulturene dyrket med glukose 
og glyserol viste seg å være mindre enn for kulturer dyrket fotoautotroft og med acetat. Størst 
prosentvis mengde EPA (20:5-n3) ble funnet i eksponentiell fase hos P. tricornutum dyrket 
fotoautotroft og med acetat, henholdsvis 15,7 og 21,1%. I disse kulturene observerte jeg den 
største reduksjonen i EPA, hvor innhold i stasjonær fase var 8,34 og 6,84 % for henholdsvis 
kultur dyrket fotoautotroft og kultur tilsatt acetat. Type vekstfase spilte en mindre rolle for 
EPA-innhold i kulturene med glukose og glyserol som endret seg fra et innhold på 
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Figur 8. PCA diagram som viser grad av variasjon i fettsyreinnhold av P. tricornutum i eksponentiell 
og stasjonær fase dyrket med tilsetning av glukose, glyserol, acetat og uten tilsetning av organiske 
karbon. (n=3). Avstander mellom vertikal akse (PCA1) representerer en høyere variasjon enn 
avstander langs horisontal akse (PCA2). Tette grupperinger (små sirkler) signaliserer liten variasjon 
mellom triplikatene. Nærhet mellom grupper (sirkler) av samme farge signaliserer en likhet i 
fettsyreprofil mellom eksponentiell og stasjonær fase. Nærhet mellom grupper av ulik farge 
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Figur 9. Fettsyrefordeling i eksponentiell og stasjonær fase i P. tricornutum dyrket fotoautotroft og 
med tilsetning av glukose, glyserol og acetat. Fettsyrer med en tilstedeværelse < 4% i begge faser hos 
alle kulturer er samlet under «andre» med unntak av EPA (20:5n3). Ukjente fettsyrer og forgrenede 
alkoholer ble gitt samlebetegnelsen «ukjente». 
 
Fettsyresammensetning av I. galbana varierte mellom eksponentiell og stasjonær fase i alle 
kulturer, men betydelig mer ved fotoautotrof dyrking og med tilskudd av acetat (Figur 10 og 
11).  Fettsyrefordelingen i kultur dyrket fotoautotroft viste likhetstrekk med 
fettsyrefordelingen i kultur tilsatt acetat både i eksponentiell og stasjonær fase. På samme 
måte ble det observert en høy grad av likhet i fettsyrefordelingen i kultur tilsatt glukose og 
kultur tilsatt glyserol i begge faser. Felles for alle kulturer var at det ble observert en økning i 
24:1 n-9 og nedgang i 18:4 n-3 (Figur 10). Kulturene dyrket fotoautotroft og med tilsetning av 
glukose og acetat hadde også en nedgang i 14:0. Prosentvist innhold av DHA (22:6 n-3) av 
totalt fettsyreinnhold var i eksponentiell fase høyest i fotoautotroft dyrket kultur (14,5%) 
etterfulgt av kultur dyrket med tilsetning av acetat (12,8%), glyserol (12,6%) og glukose 
(11,6%). Innhold av DHA endret seg ikke signifikant mellom eksponentiell og stasjonær fase 











Figur 10. PCA diagram som viser grad av variasjon i fettsyreinnhold av I. galbana i eksponentiell og 
stasjonær fase dyrket med tilsetning av glukose, glyserol, acetat og uten tilsetning av organiske karbon 
(n=3). Avstander mellom vertikal akse (PCA1) representerer en høyere variasjon enn avstander langs 
horisontal akse (PCA2). Tette grupperinger (små sirkler) signaliserer liten variasjon mellom 
triplikatene. Nærhet mellom grupper (sirkler) av samme farge signaliserer en likhet i fettsyreprofil 
mellom eksponentiell og stasjonær fase. Nærhet mellom grupper av ulik farge signaliserer likhet i 
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Figur 11. Fettsyrefordeling i eksponentiell og stasjonær fase i I. galbana dyrket fotoautotroft og med 
tilsetning av glukose, glyserol og acetat. Fettsyrer med en tilstedeværelse <4% i begge faser hos alle 
kulturer er samlet under «andre» med unntak av DHA (22:6n3). Ukjente fettsyrer og forgrenede 





Kulturer av P. tricornutum dyrket med tilskudd av glukose og glyserol hadde et forholdsvis 
likt bakterieinnhold i alle faser, med høyest innhold i eksponentiell fase på gjennomsnittlig 
1,2x1010 mL-1 (Figur 12). Kulturer dyrket fotoautotroft og med acetattilsetning hadde et 
forholdsvis likt bakterieinnhold i alle faser, med høyest innhold i stasjonær fase på 1,1x109 
mL-1. Bakterietall i alle kulturer av P. tricornutum økte mest fra oppstart til eksponentiell 
fase. Fra eksponentiell til stasjonær fase var det en svak økning i kulturer dyrket fotoautotroft 
og med tilskudd av acetat, mens kulturer dyrket med glukose og glyserol hadde en svak 






- 38 - 
  
Figur 12. Bakterieinnhold (antall mL-1) i kulturer av P. tricornutum dyrket fotoautotroft og med 
tilskudd av glukose, glyserol og acetat. Figuren viser forhold ved oppstart, eksponentiell og stasjonær 
fase for alle behandlinger og baserer seg på resultater fra biologiske triplikater. 
 
 
Det høyeste bakterieinnholdet i kulturer av I. galbana observerte jeg i eksponentiell fase av 
kulturen dyrket med tilskudd av glyserol hvor gjennomsnittlig innhold var 4,7x109 mL-1.  
(Figur 13). Bakterieinnhold i alle kulturer dyrket med tilskudd av organiske karbonsubstrater 
økte mest mellom oppstart og eksponentiell fase. I fotoautotroft dyrket kultur var økningen i 
bakterieinnhold jevnere, med størst økning mellom eksponentiell og stasjonær fase. Det 
høyeste bakterieinnholdet i fototroft dyrket kultur var på 1,4x109 mL-1 i stasjonær fase. I 
kultur dyrket med tilskudd av acetat var økningen mellom eksponentiell og stasjonær fase 
mindre enn i fotoautotroft dyrket kultur. Kulturen tilsatt glukose hadde et forholdsvis likt 









Figur 13. Bakterieinnhold (mL-1) i kulturer av I. Galbana dyrket fotoautotroft og med tilsetning av 
glukose, glyserol og acetat. Figuren viser forhold ved oppstart, eksponentiell og stasjonær fase for alle 






Gjennomsnittlig C:N-forhold i P. tricornutum dyrket fotoautotroft og med tilsetning av 
glukose, glyserol og acetat var på henholdsvis 4,7, 19,4, 31,5 og 7,6 i eksponentiell fase, og 






- 40 - 
  
Figur 14. Forhold mellom karbon og nitrogen (C:N) i P. tricornutum dyrket fotoautotroft og med 
tilsetning av glukose, glyserol og acetat. Figuren viser forhold i eksponentiell og stasjonær fase for alle 
behandlinger og baserer seg på resultater fra biologiske triplikater.  
 
 
Gjennomsnittlig C:N-forhold i kulturer av I. galbana dyrket fotoautotroft og med tilsetning av 
glukose, glyserol og acetat var på henholdsvis 4,7, 14,8, 11,7 og 5,8 i eksponentiell fase, og 
på 7,3, 16,5, 13,3 og 17 i stasjonær fase (Figur 15).  
 
  
Figur 15. Forhold mellom karbon og nitrogen (C:N) i I. galbana dyrket fotoautotroft og med 
tilsetning av glukose, glyserol og acetat. Figuren viser forhold i eksponentiell og stasjonær fase for alle 
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4.2 Kontinuerlig kultur 
 
Ved forsøket utført som kontinuerlig kultur i turbidostat-reaktor undersøkte jeg hvorvidt 
lys/mørke-syklus førte til signifikante forskjeller i produktivitet og fettsyreinnhold mellom 
kulturer dyrket med og uten acetat. Videre ville jeg finne ut om det var signifikante forskjeller 
i produktivitet og fettsyreinnhold mellom kultur dyrket med konstant belysning og kultur av 
P. tricornutum dyrket med lys/mørke-syklus ved dyrking med acetat. For å finne svar på dette 
var det avgjørende at kulturene faktisk oppnådde «steady state», med et konstant 
turbiditetsnivå i lysperiode med identiske forhold i kultiveringsparametere. Tetthetsmålinger 
gjennom det som ble ansett som «steady state» i kultur dyrket med: L/M uten acetat, L/M 
med acetat og kontinuerlig belysning er vist i henholdsvis figur 16, 17 og 18. 
 
 
4.2.1 Vekst i kontinuerlige kulturer 
 
Tetthetsmålingene bekreftet ikke vekst i mørket for kulturene dyrket med lys/mørke-syklus, 
både med og uten acetat, viste en forholdsvis lik nedgang i biomasse gjennom mørkeperioden 
på 6 timer (Figur 16 og 17). Tetthetsmålinger av kultur dyrket med kontinuerlig belysning 
viste en svak nedgang gjennom første og siste dag og en svak økning i tetthet mellom dag 1 
og 2 (Figur 18).  
 
Lys/mørke syklus resulterte i høyere veksthastighet per døgn hos P. tricornutum både med og 
uten tilsetning av acetat med henholdsvis 0,91 d-1 og 1,08 d-1 mot 0,58 d-1 sammenlignet med 
kultur dyrket med acetat og kontinuerlig belysning (tabell 4). Produktivitet per døgn hos  
P. tricornutum var signifikant forskjellig mellom forsøkene 18:6 L/M uten acetat, 18:6 L/M 
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Figur 16. Tetthetsmålinger ved OD 750 nm av P. tricornutum dyrket som kontinuerlig kultur med 
18:6 lys/mørke-syklus uten acetattilsetning. Grafen viser tetthet gjennom 3 dager «steady state» og 
punkter markerer times-målinger gjennom 6 timer mørkeperiode. 
 
 
Figur 17. Tetthetsmålinger ved OD 750 nm av P. tricornutum dyrket som kontinuerlig kultur med 
18:6 lys/mørke-syklus og acetattilsetning. Grafen viser tetthet gjennom 3 dager «steady state» og 




Figur 18. Tetthetsmålinger ved OD 750 nm av P. tricornutum dyrket som kontinuerlig kultur med 24-
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Tabell 4. Gjennomsnittlig veksthastighet (μ) og produktivitet (g L−1 d−1) for P. tricornutum dyrket 
som kontinuerlig kultur i turbidostat-reaktor med ulik kombinasjon av lys og tilsetning av 
karbonsubstrat (18:6 L/M uten acetat, 18:6 L/M med acetat og 24:0 med acetat). Verdier er basert på 
biologiske triplikater tatt i «steady state» og oppgitt med standardavvik (stdav). 
 
P. tricornutum 
Lyssyklus Kultur Avg μ Produktivitet 
g L−1 d−1  
18:6 u/acetat 1,08 ± 0,06* 
 
1,18 ± 0,14* 
18:6 m/acetat 0,91 ± 0,04* 
 
0,92 ± 0,04* 
24:0 m/acetat 0,58 ± 0,05* 
 
0,67 ± 0,07* 




4.2.2 Fettsyreinnhold i kontinuerlige kulturer 
 
Totalt fettsyreinnhold per gram biomasse var høyere i kulturen dyrket med acetat under 
kontinuerlig belysning enn i kulturer dyrket med L/M-syklus med og uten acetat (tabell 5). 
Kultur dyrket med L/M-syklus og tilsetning av acetat ga et høyere totalt fettsyreinnhold enn 
kultur dyrket med L/M-syklus uten acetat. Uten supplering av acetat til medium var totalt 
fettsyreinnhold noe høyere etter 6 timer i mørket, i kulturen supplert med acetat var total 
mengde fettsyre lavere, men forskjellene var ikke signifikante. Kulturene dyrket med L/M- 
syklus hadde et signifikant lavere prosentvist innhold av mettede fettsyrer og et signifikant 
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Tabell 5. Lipid-innhold (mg FA/g BM) og prosentvis fordeling av fettsyrer (mettede, enumettede, 
flerumettede og EPA) etter lysperiode og etter mørkeperiode hos P. tricornutum dyrket som 
kontinuerlige kulturer i turbidostat-reaktor med ulik kombinasjon av lys og tilsetning av 
karbonsubstrat (18:6 L/M uten acetat, 18:6 L/M med acetat og 24:0 L/M med acetat). EL = Etter Lys, 
EM = Etter Mørke, X representerer kontinuerlig lys og kun ett fast tidspunkt for prøvetaking i døgnet. 
Verdier er basert på biologiske triplikater tatt i «steady state» og oppgitt med standardavvik (stdav).  
P. tricornutum 
 FA fordeling % 
      PUFA 
Lyssyklus Kultur Tid tFA (mg FA/g BM) SFA MUFA Total EPA 
18:6  u/acetat EL  126,24 ± 5,47 29,98 ± 0,45 27,74 ± 0,28 39,54 ± 0,57 20,58 ± 0,39 
18:6 u/acetat EM 133,92 ± 1,43 24,62 ± 0,26* 26,08 ±0,24* 44,97 ± 0,38* 23,45 ± 0,23* 
18:6 m/acetat EL 167,28 ± 20,46 30,97 ± 0,18 30,91 ± 0,41 34,91 ± 0,50 18,18 ± 0,38 
18:6 m/acetat EM 154,20 ± 5,07* 27,13 ± 0,60* 29,55 ± 0,92 39,62 ± 1,40* 20,88 ± 0,84* 
24:0 m/acetat X 190,76 ± 14,83 33,41 ± 0,91 35,73 ±1,23 28,28 ± 1,72 15,41 ± 0,77 
*signifikant forskjell fra «EL» under samme kulturforhold p < 0,05  
 
 
Den totale lipidproduktiviteten hos P. tricornutum i kontinuerlig kultur var signifikant høyere 
ved dyrking med L/M- syklus både med og uten tilsetning av acetat sammenlignet med 
kontinuerlig lys med acetattilsetning (Tabell 6). Konstant lys førte til høyere produksjon av 
mettede og en-umettede fettsyrer og signifikant lavere produksjon av flerumettede fettsyrer 
enn hos kulturer dyrket med L/M-syklus. Høyest produktivitet av EPA ble oppnådd gjennom 
18:6 L/M- syklus uten tilsetning av acetat. L/M- syklus stimulerte også til høyere produksjon 
av DHA hos P. tricornutum både med og uten acetat tilsatt, sammenlignet med kultur dyrket 
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Tabell 6. Lipidproduktivitet for P. tricornutum dyrket som kontinuerlig kultur i turbidostat-reaktor 
med ulik kombinasjon av lys og tilsetning av karbonsubstrat (18:6 L/M uten acetat, 18:6 L/M med 
acetat og 24:0 L/M med acetat). Verdier er basert på triplikater (prøvetaking på samme tidspunkt over 
en periode på 3 sammenhengende dager i «steady state») og oppgitt som mg L−1 d− med standardavvik 
(stdav).  
P. tricornutum 
     PUFA 
Lyssyklus Kultur Total FA  
mg L−1 d−1 
Mettede MUFA Total EPA DHA 
18:6 u/acetat 158,68 ± 18,58 39,06 ± 4,57 41,28 ± 4,84 71,36 ± 8,36* 37,22 ± 4,26* 3,65 ± 0,43* 
18:6 m/acetat 142,47 ± 5,72 38,65 ± 1,55 42,10 ±1 ,69 56,45 ± 2,27* 29,75 ± 1,19* 3,05 ± 0,12* 
24:0 m/acetat 129,87 ± 14,72* 43,39 ± 4,92 46,41 ± 5,27 36,72 ± 4,17* 20,01 ± 2,27* 2,09 ± 0,24* 
*Signifikant forskjell fra de to andre kulturforholdene, p < 0,05 
 
PCA analyse viste at fettsyreprofilen i P. tricornutum varierte mellom de tre forsøkene  
(Figur 19). Forskjellen i fettsyreprofilen mellom dyrking med L/M-syklus uten tilsetning av 
acetat og dyrking med L/M-syklus med tilsetning av acetat, skyldtes hovedsakelig fettsyrene 
16:3 n-4 og 20:5 n-3 som det var et høyere innhold av i kultur dyrket uten acetat, samt 16:0 og 
16:1 n-7 som det var et høyere innhold av i kultur dyrket med tilsetning av acetat. (Figur 19 
og 20). Fettsyreprofilen i P. tricornutum dyrket med kontinuerlig belysning og tilsetning av 
acetat skiller seg ut hovedsakelig på grunn av et høyere innhold av fettsyrene 16:0 og 16:1 n-7 
og et lavere innhold av 20:5-n3 enn ved dyrking med L/M-syklus. En forskjell mellom 
fettsyreprofilen i P. tricornutum før og etter mørkeperiode ble observert i kultur både med og 
uten tilsetning av acetat, i form av en høyere andel flerumettede fettsyrer etter mørkeperiode. 
Ulikheten i fettsyreprofil før og etter mørkeperiode var i størst grad forårsaket av fettsyrene 
16:0, som det var en høyere andel av etter lys, og av 20:5 n-3 og 22:6n3 som det var høyere 
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Figur 19. PCA diagram som viser grad av variasjon i fettsyreinnhold av P. tricornutum dyrket i 
kontinuerlig kultur med BLÅ = 24:0 m/acetat, RØD: 18:6 m/acetat (firkant og lysere rød = etter 
mørkeperiode, trekant og mørkere rød = etter mørkeperiode), GRØNN: 18:6 u/acetat (plusstegn og 
mørkere grønn = før mørkeperiode, firkant og lysere grønn= etter mørkeperiode). Basert på prosentvis 
fordeling av fettsyrer med en tilstedeværelse >3%. Prøver er basert på triplikater (prøvetaking på 
samme tidspunkt over en periode på 3 sammenhengende dager i «steady state». Avstander mellom 
vertikal akse (PCA1) representerer en høyere variasjon enn avstander langs horisontal akse (PCA2). 
Tette grupperinger (små sirkler) signaliserer liten variasjon mellom triplikatene. Nærhet mellom 
grupper (sirkler) av samme farge signaliserer en likhet i fettsyreprofil mellom eksponentiell og 
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Figur 20. Fettsyrefordeling i P. tricornutum. Basert på prøver tatt i «steady state» for fotoperiodiske 
forsøk med og uten acetat og konstant belysning med acetat. Fettsyrer med en tilstedeværelse < 3% i 
samtlige kulturer er samlet under «andre» med unntak av DHA (22:6n3). Ukjente fettsyrer og 
forgrenede alkoholer ble gitt samlebetegnelsen «ukjente». «EL» representerer Etter Lys, «EM» 
representerer Etter Mørke. (n=3). 
 
 
4.2.3 Bakterieinnhold i kontinuerlige kulturer 
 
Bakterieinnhold i kontinuerlig kultur av P. tricornutum økte signifikant mellom de tre 
forsøkene (Figur 21). Et høyere bakterieinnhold ble observert etter mørkesyklus i forsøk både 
med og uten tilsetning av acetat. Gjennomsnittlig bakterieinnhold i kulturen var omlag 10 
ganger høyere gjennom forsøket med kontinuerlig belysning og acetattilsetning enn i forsøket 
med L/M-syklus uten acetat, med et gjennomsnittlig innhold på henholdsvis 1,2x10.9 og 1,3x 
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Figur 21. Bakterieinnhold i P. tricornutum dyrket med 18:6 lys/mørke-syklus uten acetat, 18:6 
lys/mørke-syklus med acetat tilsatt og 24:0 lys/mørke-syklus med acetat tilsatt. Figuren viser innhold 
før (EL) og etter (EM) mørke-periode for de to behandlingene med L/M-syklus og kontinuerlig 
belysning (L). Verdier er basert på triplikater (prøvetaking på samme tidspunkt over en periode på 3 
sammenhengende dager i «steady state») og er oppgitt i antall mL-1.  
 
 
4.2.4 Karbon/nitrogen-forhold i kontinuerlige kulturer 
 
Gjennomsnittlig C:N-forhold i kulturen ved dyrking med 18:6 L/M-syklus uten acetat var på 
3,7 før mørkeperiode og 3,6 etter mørkeperiode (Figur 22). Ved dyrking med 18:6 L/M-
syklus med acetat var C:N-forhold 4,6 før mørkeperiode og 4,7 etter mørkeperiode. Ved 
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Figur 22. Forhold mellom karbon og nitrogen (C:N) i P. tricornutum dyrket med 18:6 lys/mørke-
syklus uten acetat, 18:6 lys/mørke-syklus med acetat tilsatt og 24:0 lys/mørke-syklus med acetat 
tilsatt. Figuren viser fordeling før og etter mørke-periode for kulturer dyrket med L/M syklus og kultur 





Mørkesyklus så ikke ut til å påvirke fordelingen av de tre morfologiske celleformene ved 
dyrking uten acetat (Tabell 7). Ved dyrking med L/M-syklus og acetattilsetning ble det 
observert flere fusiforme og færre ovale celler etter mørketid, men forskjellene var ikke 
statistisk signifikante (p > 0,05).  
 
Tabell 7. Prosentvis fordeling av celleform av P. tricornutum dyrket som kontinuerlig kultur med  
1) 18:6 lys/mørke-syklus uten acetat tilsatt 2) 18/6 lys/mørke-syklus med acetat tilsatt og 3) 24 timers 
belysning med acetat tilsatt. EL = Etter Lys, EM = Etter mørke. Verdier er basert på biologiske 
triplikater og oppgitt med standardavvik (stdav) (n=3).  
 % fusiforme % ovale % triradiate 
 EL EM EL EM EL EM 
18:6 u/acetat 64,1 (1,4) 63,4 (7,9) 34,7 (1,8) 35,1 (6,7) 0,5 (0,5) 1,9 (1,1) 
18/6 m/acetat 61,6 (6,9) 74,7 (4,7) 36,9 (7,0) 21,2 (4,1) 0 0,1 (0,2) 









Ingen av de organiske karbonsubstratene førte til økt biomasseproduktivitet av P. tricornutum 
sammenlignet med fotoautotroft dyrket kultur. For I. galbana derimot førte både glukose og 
acetat til signifikant økning.  En signifikant økning i lipidinnhold ble observert hos P. 
tricornutum i kulturer dyrket med glukose og glyserol, glukose og acetat hadde den samme 
effekten på I. galbana. For begge alger ble det observert en høy grad av likhet i fettsyreprofil 
mellom kulturer dyrket med glukose og glyserol og mellom kulturer dyrket fotoautotroft og 
med tilskudd av acetat. For begge alger ble det observert en lengre periode med vekst før 
stasjonær fase for kulturer dyrket med tilskudd av acetat, sammenlignet med kulturer dyrket 
fotoautotroft. Fotoautotroft dyrkede kulturer og kulturer med tilskudd av acetat oppnådde en 
høyere biomassetetthet og høyere innhold av flerumettede fettsyrer sammenlignet med 
kulturer tilsatt glukose og glyserol. Ut fra denne oppsummeringen kan det virke som acetat er 
det beste karbonsubstratet for miksotrof dyrking av P. tricornutum og I. galbana med 
produksjon av flerumettede fettsyrer som formål. To helt sentrale faktorer gjør det likevel 
vanskelig å vurdere den egentlige effekten av glukose og glyserol: Tidspunkt for prøvetaking 
og bakterieinnhold. Det er sentralt å diskutere disse faktorene før en nærmere diskusjon rundt 
effekten av karbonkildene.   
 
Prøvetaking til fettsyreanalyser i eksponentiell fase ble gjort samme dag for alle kulturer av  
P. tricornutum. For I. galbana ble prøvetaking gjort 4 dager senere for kulturer tilsatt glukose 
og glyserol enn for kulturer dyrket fotoautotroft og med acetattilskudd. Det vil med andre ord 
si at kulturer av begge alger dyrket med glukose og glyserol var nærmere sin stasjonære fase 
enn fotoautotroft dyrket kultur og kultur med acetat. Når algene går inn i stasjonær fase er 
veksten begrenset av en eller flere sentrale variabler, f.eks. mangel på næringsstoffer. 
Ettersom energi algene høster overstiger energibehovet for celledeling og vedlikehold vil mer 
energi bli lagret, i hovedsak som mettede og enumettede fettsyrer, mens innhold av 
flerumettede fettsyrer synker fordi mindre investeres i membranlipider (Dunstan et al., 1993; 
Eizadora et al., 2009; Prestegard et al., 2016; Zhu et al., 1997). Hos både I. galbana og P. 
tricornutum dyrket fotoautotroft og med tilskudd av acetat ble det observert en slik utvikling, 
lipidfordelingen i kulturene tilsatt glukose og glyserol derimot, viste ikke like store forskjeller 
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derfor ikke representerer fettsyreinnhold og distribusjon i den faktiske eksponentielle fasen. 
En årsak til tidligere overgang til stasjonær fase i kulturene tilsatt glukose og glyserol kan 
være at vekst ble hindret gjennom tilstedeværelse av bakterier. Måling av bakterier i batch-
kulturer av I. galbana og P. tricornutum viste at antallet steg raskt fra starten av 
eksperimentet til eksponentiell fase. En slik utvikling ble observert i alle kulturer, men i størst 
grad i kulturene tilsatt glukose og glyserol. Dette var ikke en helt uventet observasjon 
ettersom heterotrofe bakterier vokser raskt ved tilgang på enkle karbonsubstrater, og i dette 
prosjektet ble det tilsatt større mengder av glukose og glyserol enn acetat. Heterotrofe 
bakterier vil konkurrere med algene om næringsstoffer i mediet og samtidig bidra med 
avfallsstoffer til kulturen. Det er nærliggende å anta at disse faktorene bidro til en kortere 
periode med vekst frem til stasjonær fase for kulturene dyrket med glukose og glyserol. 
Deschênes (2016) viser gjennom matematiske modeller for vekst og næringskonsum for alger 
og bakterier at heterotrofe bakterier raskt vil kunne utkonkurrere alger i miksotrofe kulturer 
ved næringsoverskudd. Han viser også at gradvis tilsetning av organisk karbon vil kunne 
begrense bakterievekst uten å begrense vekst av algene i særlig grad. Flere studier 
konkluderer med at glukose og glyserol er karbonsubstrater som vil øke vekst av I. galbana 
og P. tricornutum vesentlig mer enn det jeg observerte gjennom mine forsøk (Alkhamis & 
Qin, 2013; Ceron Garcia et al., 2006; Villanova et al., 2017). En årsak til at dette ikke skjedde 
i mine forsøk kan være at ettersom bakterieinnholdet i kulturene var høyt i utgangspunktet, 
kan det ha medført at bakteriene utkonkurrerte algene fordi de i større grad dro nytte av det 
organiske karbonsubstratet. Det kan også være at strategien jeg benyttet for tilsetning av 
organiske karbonsubstrater ikke var optimal og heller burde blitt gjort over et lengre tidsrom 
med mindre tilsetningsvolum for å fremme vekst av algene og begrense bakterieinnhold.  
 
 
5.1.1 Effekt av organiske karbonsubstrater på vekst og fettsyreinnhold av P. tricornutum 
 
Glukose viste ikke noen effekt på maksimal vekstrate av P. tricornutum og resulterte i 
signifikant lavere produktivitet enn fotoautotroft dyrket kultur, noe som kan antyde at P. 
tricornutum ikke har evne til å assimilere dette karbonsubstratet. Det er rapportert svært ulike 
resultater når det kommer til effekt av glukose på vekst av P. tricornutum. Zheng et al. (2013) 
fastslo at glukose førte til høyere vekstrater av P. tricornutum. Huang et al. (2015) fant ikke 
noen effekt av glukose på vekstrate, men ved bruk av genomsekvensering oppdaget de at det 
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glukose og utgjør det første trinnet i glykolysen. De tror derfor at genetisk ulikhet mellom 
isolater kan være årsak til ulik effekt av glukose på vekst av P. tricornutum. På bakgrunn av 
lav maksimal veksthastighet og produktivitet i mitt forsøk kunne det vært interessant å finne 
ut om glukose permease er tilstede hos P. tricornutum B58, som var isolatet benyttet i dette 
prosjektet. Det som skilte seg ut i glukosetilsatt kultur var det høye fettsyreinnholdet, som var 
dominert av mettede og enumettede fettsyrer. Hvorvidt dette er et direkte resultat av glukose 
gjennom opptak, eller om det er et resultat av sub-optimale kulturforhold er ikke mulig å 
fastslå med sikkerhet på bakgrunn av resultatene fra dette forsøket. På bakgrunn av det høye 
bakterieinnholdet er det likevel grunnlag for å tro at algene responderte med å lagre fettsyrer 
fremfor å investere energi i vekst, da kulturforholdene trolig ikke var optimale. En 
observasjon som likevel tyder på en assimilering av glukose er det høye karboninnholdet som 
skilte seg signifikant fra fotoautotroft dyrket kultur. Både utvikling i C:N-forhold og 
fettsyreprofil i glukosetilsatt kultur viste høy grad av likhet med kultur dyrket med tilskudd av 
glyserol, noe som kan tyde på en likhet i flere metabolske responser på de to 
karbonsubstratene hos P. tricornutum. 
 
Det er bred enighet om at P. tricornutum kan assimilere glyserol (Garcí et al., 2000; Garcıa et 
al., 2005; Huang et al., 2015). Villanova et al. (2017) viste at glyserol førte til økt lipidsyntese 
og dobling av biomasseproduktivitet og at sentrale metabolske sykluser ble påvirket av 
glyserol. De fant at fotosyntetisk aktivitet i liten grad ble redusert, mens andre sentrale 
metabolske prosesser som respirasjon, Krebs syklus, glykolyse og syntese av lipider og 
karbohydrater ble oppregulert. I mitt forsøk så jeg ikke den samme graden av 
produktivitetsøkning, men maksimal veksthastighet og innhold av karbon og mettede og 
enumettede fettsyrer var betydelig høyere i glyseroltilsatt kultur sammenlignet med 
fotoautotroft dyrket kultur, noe som kan bety at både lipidsyntese og karbohydratsyntese ble 
stimulert av glyserol. I likhet med hva som ble observert i kultur tilsatt glukose var 
bakterieveksten høy og antas å ha hindret vekst av P. tricornutum, samt at det kan ha utgjort 
en stressfaktor som medførte økt lipidakkumulering.  
 
Huang et al. (2015) fant at acetat fremmet vekst av P. tricornutum ved overskudd av nitrogen, 
men at acetat hemmet vekst ved nitrogenunderskudd. De observerte heller ikke forskjeller i 
totalt lipidinnhold ved tilskudd av acetat. Mus et al. (2013) konkluderte derimot med at acetat 
ikke hadde effekt på vekstraten av P. tricornutum, men derimot økte lipidakkumulering 4-6 
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acetat hadde en høyere maksimal vekstrate, men ikke et høyere lipidinnhold i eksponentiell 
fase sammenlignet med fotoautotroft dyrket kultur. At det rapporteres om motstridende 
observasjoner av effekten acetat har på P. tricornutum kan kanskje skyldes at 
karbonmetabolismen for acetat varierer mellom forskjellige, slik Huang et al. (2015) gjennom 
sitt forsøk demonstrerte er tilfelle for glukose.     
 
Fettsyreprofilene mellom fotoautotrof kultur og kulturene tilsatt organiske karbonsubstrater 
viste klare forskjeller. En økt grad av mettede og enumettede fettsyrer var en klar tendens i 
kulturer tilsatt glukose og glyserol sammenlignet med fotoautotrof kultur, begge 
karbonsubstrater resulterte i betydelig lavere innhold av EPA. Dette strider mot resultater fra 
annen forskning som har funnet at glyserol fører til betydelig økning i EPA-fraksjonen av 
lipider i P. tricornutum, mens glukose ikke fører til en signifikant endring sammenlignet med 
fotoautotrof dyrking (Ceron Garcia et al., 2006; Garcí et al., 2000; Patel et al., 2019). 
Hamilton et al. (2014) fant at de dominerende fettsyrene i stasjonær fase er 16:0, 16:1 n-7, 
18:1 n-9 og 20:5 n-3. De samme fettsyrene var dominerende i stasjonær fase av alle P. 
tricornutum-kulturer i dette forsøket, men disse fettsyrene var også dominerende i 
eksponentiell fase av kulturer dyrket med glukose og glyserol. Dette styrker mistanken om at 
prøvetaking ble gjort for sent og at resultatene for disse to kulturene ikke er representative for 
faktisk eksponentiell fase. En alternativ forklaring til resultatene kan være at konsentrasjon av 
organisk karbon var årsaken. Overskudd av flere substrater, herunder sukker, kan øke 
lipidinnhold og graden av mettede fettsyrer og redusere vekst og innhold av membranlipider 
(Liu et al., 2014; Wood, 1988). Villanova et.al (2017) peker på at når det kommer til 
fettsyresyntese har P. tricornutum sin respons til glyserol store likhetstrekk med responsen 
sett ved nitrogenunderskudd, hvor det akkumuleres TAG og mettede og enumettede fettsyrer 
(Remmers et al., 2017). Kultur dyrket med acetat hadde en signifikant høyere andel EPA og 
andre flerumettede fettsyrer enn fotoautotroft dyrket kultur, noe som sammen med signifikant 
høyere maksimal vekstrate indikerer at acetat ble assimilert i P. tricornutum og stimulerte til 
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5.1.2. Effekt av organiske karbonsubstrater på vekst og fettsyreinnhold av Isochrysis galbana 
 
For I. galbana var det kun glukose som førte til høyere produktivitet enn fotoautotroft dyrket 
kultur. Dette står i kontrast til resultatene fra et forsøk av Alkhamis & Qin (2013) som 
konkluderte med at glyserol er det mest lovende organiske karbonsubstratet for vekst av  
I. galbana ved miksotrof kultivering. De observerte høyest produktivitet ved tilskudd av 0,05 
M glyserol ved 100 μmol m-2 s-1 og at veksten i kultur supplert med glyserol ble inhibert ved 
lysstyrker fra 200 μmol m-2 s-1. Vekst av fotoautotroft dyrket kultur ble imidlertid ikke 
inhibert før ved 400 μmol m-2 s-1. Glyserol førte i mitt forsøk til lavere produktivitet 
sammenlignet med fotoautotroft dyrket kultur og lavest lipidproduktivitet av de tre organiske 
karbonsubstratene. Et spørsmål som melder seg når mine observasjoner sammenlignes med 
observasjonene til Alkhamis & Qin (2013), er hvorvidt lysstyrken jeg benyttet i mitt forsøk 
(300 μmol m-2 s-1) kan ha inhibert vekst i den glyseroltilsatte kulturen av I. galbana. 
Lysinhiberende effekt på vekst er observert ved miksotrof kultivering av flere andre 
mikroager (Ogawa & Aiba, 1981; Xiao et al., 2020). Alkhamis & Qin (2013) undersøkte også 
miksotrof vekst av I. galbana med 0,012 M acetat og 0,012 M glukose som organiske 
karbonkilder, og de konkluderte at I. galbana ikke kunne assimilere acetat og at glukose kun i 
liten grad fremmet vekst. Resultatene til Alkhamis & Qin (2013) strider igjen med 
observasjonene fra dette prosjektet, hvor 0,01 M acetat ikke inhiberte vekst, men derimot 
førte til signifikant høyere maksimal veksthastighet, biomassetetthet og fettsyreinnhold 
sammenlignet med fotoautotroft dyrket kultur. En sentral forskjell var at det i Alkhamis & 
Quin (2013) sitt forsøk ble tilført lys med en styrke på 50 μmol m-2 s-1, mens kulturene i dette 
prosjektet ble dyrket ved 300 μmol m-2 s-1. Dette overraskende funnet reiser spørsmål rundt 
hvorvidt I. galbana klarer å ta opp og benytte acetat først ved høyere lysstyrker. En lignende 
synergistisk effekt mellom lysstyrke og karbonassimilering ble av Pang & Chen (2017) 
observert for Haematococcus pluvalis, hvor assimilering av ribose økte med økende lysstyrke. 
En eventuell forklaring kan være at evne til assimilering av organiske karbonkilder varierer 
mellom kulturer av I. galbana, slik Huang et al. (2015) viste var tilfelle for P. tricornutum.  
 
I. galbana responderte med økt lipid-produktivitet på alle karbonsubstrater, aller mest i 
kulturen tilsatt glukose hvor lipid-produktiviteten var over dobbelt så høy som i fotoautotroft 
dyrket kultur. Disse observasjonene samsvarer med resultatene fra et forsøk av Babuskin et al. 
(2014) som fant at glukose, glyserol og melasse økte lipidproduktivitet i I. galbana og at 
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andelen mettede og enumettede fettsyrer, noe jeg også fant å være tilfelle for alle kulturer 
dyrket med tilsetning av organiske karbonsubstrater. Kun glukose og acetat ga en høyere 
produktivitet av flerumettede fettsyrer og DHA. Glyserol resulterte i dette forsøket i lavere 
biomasse-produktivitet, ingen økning i maksimal veksthastighet og et lavere innhold av 
flerumettede fettsyrer og fremstår derfor ikke som et aktuelt karbonsubstrat for miksotrof 
kultivering av I. galbana. Fettsyresammensetning i I. galbana varierte noe mellom 
eksponentiell og stasjonær fase i alle kulturer, mest ved fotoautotrof dyrking og med tilskudd 
av acetat. Det er sannsynlig at årsaken til den mindre graden av ulikhet i fettsyreprofil av 
kulturer dyrket med glukose og glyserol skyldes at prøvetaking for eksponentiell fase ble tatt 
nærmere disse kulturenes stasjonære fase. 
 
 
5.1.3 Karbon og Nitrogen innhold  
 
Elementanalyser av biomassen til både P. tricornutum og I. galbana i eksponentiell fase 
dyrket med tilskudd av glukose og glyserol viste svært høye nivåer av karbon (Vedlegg B.2) 
og derfor et høyt C:N-forhold. For P. tricornutum var C:N-forhold høyere i eksponentiell enn 
i stasjonær fase, noe som var uventet ettersom C:N-forhold vanligvis øker med avtagende 
veksthastighet (Hillebrand & Sommer, 1999). Det at begge alger i eksponentiell fase viste et 
høyt innhold av karbon i kulturene tilsatt glukose og glyserol skyldes nettopp at medium i 
disse var tilsatt et høyere innhold av karbon (henholdsvis 9,01 g/L og 9,21 g/L for P. 
tricornutum og 3,6 og 4,6 g/L for I. galbana) enn acetat-supplert medium (0,41 g/L for P. 
tricornutum og 0,82 g/L for I. galbana). Algene har derfor hatt mulighet for umiddelbart 
opptak av organisk karbon og samtidig fiksering av CO2, mens algecellenes karboninnhold i 
fotoautotroft dyrket kultur og i kultur tilsatt acetat i større grad stammer fra fiksert CO2. Det 
forklarer likevel ikke hvorfor P. tricornutum viste en nedgang i karbon-innhold fra 
eksponentiell til stasjonær fase, en endring jeg ikke observerte hos I. galbana. Nedgangen 
tyder på at det foregikk en større grad av respirasjon enn fotosyntese i kulturer av  
P. tricornutum tilsatt glukose og glyserol og at det organiske karbonet i mediumet var brukt 
opp i stasjonær fase. Fettsyreinnhold i glukosetilsatt kultur var lavere i stasjonær fase enn i 
eksponentiell fase, noe som støtter opp under denne antagelsen (resultater fra glyseroltilsatt er 
som nevnt ansett som upålitelige). Det overraskende funnet var at også den fotoautotroft 
dyrkede kulturen av P. tricornutum og den acetattilsatte kulturen av I. galbana hadde et lavere 
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veksthastighet. Et økt lipidinnhold er forventet når forhold ikke er optimale for vekst og 
algene er stressede (Steinrücken et al., 2017).  Det kan ut fra totalt fettsyreinnhold virke som 
disse to kulturene derfor var mindre stresset i stasjonær enn i eksponentiell fase, men det er 
uklart hvorfor det ikke resulterte i økt vekst og at andelen mettede og enumettede fettsyrer var 
høyere i stasjonær enn i eksponentiell fase.  
 
Liu et al. (2009) fant at tilsetning av 0,1 M glukose, glyserol og acetat resulterte i økt 
respirasjon og biomasseproduktivitet, samtidig som det førte til lavere pigmentinnhold og 
redusert effektivitet av PSII. Selv om det ikke ble gjort målinger av pigmentinnhold eller 
oksygenproduksjon, er det på bakgrunn av utviklingen i C:N-forhold og lavere produktivitet 
og maksimal biomassetetthet i kulturer tilsatt glukose og glyserol, grunn til å mistenke at 
disse karbonsubstratene har resultert i en redusert fotosynteseaktivitet hos  
P. tricornutum. Dette kan ha ført til at algecellene ble nødt til å bryte ned egne 
cellekomponenter for å få energi når den eksternt tilsatte organiske karbonkilden var brukt 
opp. Kulturen tilsatt glukose viste et lavere fettsyreinnhold i stasjonær fase, som kan indikere 
at algene har gjort nettopp det, men forskjellen var ikke signifikant. Totalt fettsyreinnhold i 
kultur tilsatt glyserol i stasjonær fase var også svært mye lavere enn i eksponentiell fase, men 
resultatet for stasjonær fase ble ansett som upålitelig på grunn av stort standardavvik. En 
mulig tolkning er at algene taper noe karbon ved at heterotrofe bakterier i kulturene bryter ned 
karbohydrater fra algen når tilgangen på organisk karbon i medium er liten. Mikroalger 
produserer en større grad av ekstracellulære polymere substanser (EPS) under stressforhold, 
som gjennom ulike mekanismer beskytter cellen mot skade (Xiao & Zheng, 2016). Disse 
substansene består av en høy grad av karbohydrater som kan benyttes som næringskilde for 
heterotrofe organismer (Gügi et al., 2015). En økt investering av karbon til ekstracellulære 
substanser kan potensielt ha vært en bidragsytende faktor for den observerte nedgangen i 
C:N-forholdet i disse algekulturene.  
 
 
5.1.4 Valg av alge og karbonsubstrat til forsøk i turbidostat-reaktor 
 
Tilskudd av acetat til kultur av P. tricornutum førte til høy lipidproduktivitet til tross for lavt 
lipidinnhold per gram biomasse. Sammen med den gunstige fettsyrefordelingen med høy 
andel EPA og andre flerumettede fettsyrer, gjorde dette at P. tricornutum og acetat ble valgt 
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økes videre ved dyrking som kontinuerlig kultur med L/M syklus. Pris på karbonsubstrat vil 
dra opp totale produksjonskostnader når det skal produseres i storskala og må derfor vurderes 
opp mot produksjonsinntekter. I en artikkel fra 2014 ble prisen på glukose, glyserol og acetat 
oppgitt å være henholdsvis 0,5-0,8, 0,6 – 0,7 og 0,9-0,94 amerikanske dollar per kilo. (Choi et 
al., 2018; Park et al., 2014). Dersom man antar at det relative prisforholdet mellom 
karbonsubstratene ikke har endret seg betydelig, er acetat det desidert rimeligste alternativet 




5.2 Kontinuerlig kultur 
5.2.1 Effekt av acetat ved dyrking med lys/mørke-syklus  
 
Det observerte biomassetapet for kulturer dyrket med L/M syklus tyder på at P. tricornutum 
ikke er i stand til å assimilere acetat og vokse i mørket, noe som er i samsvar med funn fra 
annen forskning som viser at P. tricornutum ikke kan vokse utelukkende heterotroft (Ceron 
Garcia et al., 2006; Hayward, 1968), og at karbon lagret i form av proteiner, karbohydrater og 
TAG gjennom lysperiode brukes som energikilder til vedlikeholdsprosesser og respirasjon 
gjennom natten (Jallet et al., 2016). Benavides et.al (2013) gjennomførte et dyrkingsforsøk av 
P. tricornutum UTEX 640 som sirkulerende kultur i utendørs fotobioreaktor utformet med 
horisontale rør (uten tilskudd av organisk karbon). De observerte et tap på 21,4 - 30 % av 
biomassen og en reduksjon i fettsyreinnhold på ca. 7 % gjennom natt, dessuten at 
mørkeperiode ikke førte til en signifikant ulikhet i fettsyrerofil mellom dag og natt. Effekten 
jeg observerte av mørkeperiode både med og uten acetattilsetning var derimot at 
mørkeperioden førte til en økning i fettsyreandel per gram biomasse, og at det hadde en uttalt 
effekt på fettsyredistribusjonen med en høyere andel flerumettede fettsyrer etter 6 timer i 
mørke. Dette kan være et bevis på metabolske forskjeller mellom ulike isolater av P. 
tricornutum, men det må understrekes at oppsettet og kultiveringsforholdene i mitt forsøk 
skiller seg klart fra forsøket til Benavides (2013). I en industriell produksjon av alger er 
selvfølgelig tap av biomasse noe man ønsker å minimere for å oppnå en mest mulig lønnsom 
prosess. Flere teknikker kan brukes for å redusere respirasjon hos mikroalger, for eksempel 
senkning av temperatur og oksygentilførsel og redusert blanding av kultur i mørkeperiode 
(Edmundson & Huesemann, 2015). Fordi biomassetapet gjennom mørkeperioden var 
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verken i kulturer dyrket med eller uten acetat, kan dette tyde på at høsting av P. tricornutum 
burde gjøres mot slutten av lys-periode istedenfor etter mørke-periode for å oppnå 
optimalisering av utbytte. Ved å studere metabolsk respons hos P. tricornutum etter 4 dager i 
mørke, observerte Bai et al. (2016) en økning i proteiner involvert i glykolyse og 
fettsyresyntese og 2,3 ganger økning i lipidinnhold (Bai et al., 2016). Samtidig fant de at 
enzymer involvert i betaoksidasjon (katabolisme av fettsyrer) ble nedregulert. De observerte 
også at andel flerumettede fettsyrer, inkludert EPA økte. Jeg observerte ikke en signifikant 
økning i totalt fettsyreinnhold etter mørkeperiode verken for kultur tilsatt acetat eller kultur 
uten slik tilsetning. Jeg så derimot en signifikant økning i andelen flerumettede fettsyrer, 
spesielt EPA, i begge kulturer. Med tanke på industriell produksjon av disse fettsyrene kan 
lys/mørke-syklus utgjøre en svært interessant dyrkingsstrategi, både fordi det kan øke 
produksjon, men samtidig være kostnadsbesparende gjennom redusert energiforbruk i form av 
lys.     
 
Målinger av bakterieinnhold viste at antall bakterier økte signifikant mellom hvert av de tre 
forsøkene. Dette kan ha bidratt til svekket pålitelighet av resultater fra forsøk nummer to og 
tre (18:6 m/acetat og 24:0  u/acetat), siden det høye bakterienivået etter all sannsynlighet 
bidro til en lavere vekst og overlevelsesevne for P. tricornutum. C:N-forholdet økte mellom 
hvert av forsøkene i kontinuerlig kultur, og til tross for mindre grad av tetthet og lavere 
celletall i kultur med 24-timers belysning var dette kulturen med høyest karboninnhold. Noe 
av karbonet må antas å stamme fra bakterieinnholdet, som var signifikant høyere enn i begge 
kulturer dyrket med L/M syklus. Det økende karboninnholdet kan også signalisere redusert 
veksthastighet (Hillebrand & Sommer, 1999).  
 
 
5.2.2 Effekt av lys/mørkesyklus ved dyrking med acetat  
 
Målinger av acetatinnhold i medium av kultur med L/M-syklus og kontinuerlig belysning 
viser at ~ 95 % av tilsatt acetat var brukt opp, og indikerer dermed at P. tricornutum 
assimilerer acetat. En interessant observasjon av kultur dyrket med L/M-syklus var et høyere 
acetatinnhold etter mørkeperiode, da medium (og dermed acetat) ikke ble tilført kulturen. 
Forskjellen var ikke signifikant og kan skyldes unøyaktigheter i måling, men det er likevel 
interessant at alle målinger etter mørkeperiode gjennom «steady state» viste denne tendensen. 
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kontinuerlige kulturene hadde konstant luftgjennomstrømning og det virker derfor lite  
sannsynlig at acetogene bakterier skal være årsak til den registrerte økningen i acetat gjennom 
mørkeperiode. Zhuang et al. (2019) peker på at acetat i den oksiske vannkolonnen i havet kan 
produseres av fermenterende bakterier i anaerobe mikrosoner som kan finnes i f.eks. marin 
snø. Analyse av kulturens bakterieinnhold gjennom 16S-rRNA sekvensering og qPCR ville 
vært interessant for å avdekke om, og i så fall i hvilken grad fermenterende bakterier har vært 
tilstede og produsert acetat. En mer nærliggende teori er at noe medium i filter og slange ble 
tilført kulturen selv etter at pumpen ble slått av ved start av mørkeperiode. Det at 
acetatinnhold i næringsmedium ikke går ned gjennom mørkeperiode er et tegn på at P. 
tricornutum ikke er i stand til å assimilere acetat uten lys. Dette er i strid med funnene til 
Cooksey (1974) som konkluderte med at acetat ble assimilert både i lys og mørke. Flere 
studier konkluderer derimot med at P. tricornutum ikke kan vokse utelukkende heterotroft 
(Hayward, 1968; Lewin, 1958) og Chauton et al. (2013) viste at opp- og nedregulering av 
gener involvert i fiksering, lagring og nedbrytning av karbon er svært koordinerte over 
lys/mørke-syklus De viser videre at gener for fotosyntetisk aktivitet og karbonassimilering 
blir oppregulert i lysperiode og nedregulert i mørkeperiode, mens gener involvert i 
nedbrytning av karbonrike komponenter og celledeling oppreguleres i mørkeperiode og 
nedreguleres i lysperiode. 
 
Lipidinnhold i mg/g biomasse var høyest i kulturen med kontinuerlig belysning. Dette kan 
tolkes som at acetat stimulerer til lipidlagring i P. tricornutum, men det er også kjent at 
mikroalger responderer på stressfaktorer med akkumulering av lipider (Cheirsilp & Torpee, 
2012; Zhu et al., 1997). Med tanke på at dette var kulturen med høyest bakterieinnhold, 
signifikant lavest biomasseproduktivitet, og at det ble observert en stor mengde bunnfall og en 
nedgang i tetthet og celletall, er det nærliggende å foreslå at denne kulturen var stresset og at 
det har bidratt til økt lipidinnhold. Dette gjør det vanskelig å vurdere i hvilken grad det høye 
lipidinnholdet skyldtes acetat og kontinuerlig belysning og hvor mye som skyldes alder på 
kultur og andre stressforhold. Kulturen dyrket med acetat og kontinuerlig belysning resulterte 
i lavere prosentvist innhold av EPA og flerumettede fettsyrer og signifikant lavere 
produktivitet enn kulturen dyrket med L/M syklus. Etter all sannsynlighet gjenspeiler 
resultatene i stor grad «alderen» av kulturen. Både tetthet i kultur og celleantall gikk ned over 
de tre dagene i «steady state». Mye bunnfall ble også observert i kultur med kontinuerlig 
belysning og acetat, og på dag 3 av «steady state» ble det målt en jevn økning i sekundært lys 
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fusiforme celler (De Martino et al., 2011), men fordelingen av de tre morfologiske 
celleformene bekreftet ikke at ovale celler var overrepresentert i denne kulturen sammenlignet 
med de to andre. Innholdet var tvert imot i større grad dominert av fusiforme celler. I havet vil 
oppblomstringer av diatomeer avsluttes ved en «masse-synking» av algeceller når 
miljøforholdene ikke lenger er gunstige. Ved overgang fra høy vekst til en «hvilende» fase vil 
cellene aggregere og synke, blant annet ved hjelp av økt vekt av skall som fungerer som 
ballast og bidrar til at cellen synker i vannkolonnen (Smetacek, 1985). EPS produsert av alger 
og bakterier bidrar til dannelse av aggregater mellom celler og annet partikulært materiale 
(Manheim & Nelson, 2013; Quijano et al., 2017). På bakgrunn av tetthetsmålinger, målinger 
av bakterieinnhold og observasjon av bunnfall er det grunnlag for å trekke slutningen at 
algekulturen på dette tidspunktet ikke hadde optimale vekstforhold og at kulturen ikke var i en 
ekte «steady state» med eksponentiell vekst.  
 
 
5.3 Diskusjon rundt metoder 
5.3.1 Batch-kulturer 
 
For å vurdere resultater fra eksponentiell og stasjonær fase er det sentralt at algene befinner 
seg i riktig fase på tidspunkt for prøvetaking.  Som nevnt innledningsvis i diskusjonen tyder 
resultater på at prøvetakingen for eksponentiell fase av kulturer tilsatt glukose og glyserol ble 
gjort sent og i realiteten var nærmere stasjonær fase. Det er utfordrende å vurdere når denne 
fasen finner sted under kultivering og ideelt sett burde prøvetaking til fettsyreanalyser blitt 
gjort daglig, for så i ettertid å vurdere hvilke prøver som representerte eksponentiell fase. 
Dette lot seg ikke gjøre da prøver til eksponentiell (og også stasjonær) fase innebar et uttak på 
ca. 1/6 av kulturens volum. Et alternativ kunne vært å gjennomføre for eksempel 2 uttak. Det 
høye bakterieinnholdet i kulturer tilsatt glukose og glyserol førte til en usikkerhet knyttet til 
vurderingen av resultatene fra disse kulturene opp mot kulturer dyrket fototroft og med 
acetattilsetning. Mengden av bakterier i inokulum burde derfor blitt forsøkt redusert gjennom 
filtrering og/eller sentrifugering, vasking av algecellene i forkant av kultivering og/eller bruk 
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5.3.2. Kontinuerlig kultur 
 
Kontinuerlig kultur ble på grunn av hensyn til tidsplan holdt gående mellom de tre forsøkene 
uten demontering og autoklavering av kolbe og nytt inokulum for hvert forsøk. Dette hadde 
etter all sannsynlighet en stor innvirkning på resultatene, da det ble observert betydelig 
bakterievekst gjennom dyrkingsperioden, særlig for kultur dyrket med kontinuerlig belysning 
som var det siste av de tre forsøkene. Et alternativ som ville medført et bedre grunnlag for 
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Konklusjon  
 
Del I: batch-forsøk 
  
Forsøket viste at veksthastighet av P. tricornutum kan økes ved miksotrof kultivering med 
glyserol og acetat som organiske karbonsubstrater. Veksthastighet av I. galbana kan økes ved 
supplering av glukose og glyserol. Alle kulturer tilsatt organisk karbonsubstrat hadde en ulik 
fettsyresammensetning enn fotoautotroft dyrket kultur av P. tricornutum, hvorav acetat var 
det eneste som førte til en signifikant høyere andel og lipid-produksjon av flerumettede 
fettsyrer. Acetat fremstår derfor som et lovende karbonsubstrat å benytte for miksotrof 
kultivering av P. tricornutum med produksjon av omega-3 fettsyren EPA og andre 
flerumettede fettsyrer som formål. For I. galbana førte supplering av glukose og acetat til en 
signifikant økning i produktivitet av flerumettede fettsyrer, og anses ut fra dette forsøket som 
de mest lovende karbonsubstratene for produksjon av omega-3 fettsyren DHA og andre 
flerumettede fettsyrer. Det høye bakterieinnholdet i kulturer av begge alger tilsatt glukose og 
glyserol, har etter all sannsynlighet hatt stor påvirkning på resultatene og svekker 
sammenligningsgrunnlaget opp mot acetattilsatt og fotoautotroft dyrket kultur. Forsøkene må 
gjentas dersom jeg med større sikkerhet skal kunne konkludere med hvilke organiske 
karbonsubstrater som egner seg best for miksotrof kultivering av P. tricornutum og 
I. galbana.  
 
 
Del II: Kontinuerlig kultur  
 
Dyrking i kontinuerlig kultur gir mulighet for høyere produktivitet og kontroll over 
kultiveringsforhold. Gjennom dyrkingsforsøk av P. tricornutum som kontinuerlig kultur i 
turbidostat-reaktor observerte jeg en økning i andel EPA og andre flerumettede fettsyrer etter 
6 timers mørkeperiode i kultur med og uten tilsatt acetat. Lys/mørke syklus kan derfor være 
en mulig strategi for å øke produksjon av disse fettsyrene. Hypotesen etter resultatene fra 
batch-forsøket var at acetat skulle resultere i økt innhold og produktivitet av flerumettede 
fettsyrer i kontinuerlig kultur, noe som ikke skjedde. Mistanken om nedadgående helsetilstand 
i den kontinuerlige kulturen over tid, gjør at jeg ikke vil konkludere med at lys/mørke-syklus 
uten tilsetning av acetat er den mest lovende tilnærmingen for industriell produksjon, men 
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Videre arbeid 
Den variable responsen i produktivitet og fettsyresammensetning i I. galbana og  
P. tricornutum til glukose, glyserol og acetat viser at organiske karbonsubstrater kan trigge 
endringer i metabolske prosesser og dermed også biomassekomposisjon. Gjennom 
sammenligning av resultatene fra denne studien med annen forskning, blir det tydelig hvordan 
også andre abiotiske faktorer som lys og temperatur spiller sentrale roller for algenes 
metabolske aktivitet. Dette belyser viktigheten av å gjennomføre miksotrofe vekstforsøk som 
også tester algenes respons på disse faktorene, for å oppnå optimalisering av en industriell 
produksjonsprosess. En utfordring som gikk igjen når jeg vurderte karbonsubstratenes effekt 
på algene, var høy bakteriell vekst, særlig i kulturer tilsatt glukose og glyserol. Et gjentakende 
forsøk med større kontroll på det bakterielle innholdet i algekulturene vil gi et bedre grunnlag 
til å vurdere effekten av de ulike karbonsubstratene. I tillegg til metoder for å redusere 
bakterieinnhold i inokulum og testing av ulike strategier for tilsetning av organisk 
karbonsubstrat, kan bruk av antibakterielle midler være et alternativ. Hydrogenperoksid er et 
vanlig desinfeksjonsmiddel å benytte til sterilisering av utstyr og overflater (Linley et al., 
2012). Et interessant funn av Burch & Franz (2016) er at tilsetning av fortynnede løsninger 
hydrogenperoksid kan øke lipidakkumulering i P. tricornutum. Et annet alternativ er å bruke 
antibiotika, men på grunn av utfordringene knyttet til resistens som følge av overforbruk ser 
jeg ikke på dette som et naturlig førstevalg for kontroll av bakteriell vekst (Pruden et al., 
2013). Utover dette vil jeg foreslå å gjenta dyrking med og uten de organiske 
karbonsubstratene og kartlegge algenes respons til lavere og høyere lysstyrker og 
temperaturer. Et arbeid for å teste avfall fra ulike typer industrier og kartlegge algenes respons 
på disse vil også være spennende. Avfall fra fermenteringsprosesser vil være interessante 
substrater ettersom de kan være rike på acetat (Hwang et al., 2014). Jeg fant at  
I. galbana tilført acetat resulterte i signifikant høyere maksimal biomassetetthet og 
fettsyreakkumulering enn fotoautotroft dyrket kultur i eksponentiell fase, sammen med et 
gunstig innhold av DHA og andre flerumettede fettsyrer. Disse noe uventede observasjonene 
gjør at det vil være spennende å utføre flere dyrkingsforsøk av I. galbana med acetat, for å 
finne ut om lys/mørke-syklus vil kunne bidra til å øke produktiviteten ytterligere.  
P. tricornutum er en interessant alge for kommersiell utnyttelse da den vokser raskt, har en 
betydelig lipidproduksjon og høy andel EPA og andre flerumettede fettsyrer. Jeg fastslo på 
bakgrunn av bakteriemåling og ustabile kultiveringsparametere for kulturen dyrket med 
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kultur dyrket med L/M-syklus og tilsetning av acetat bar preg av et høyere bakterieinnhold 
enn kultur dyrket uten acetattilsetning. Dette kan ha gitt et uklart bilde av de faktiske 
effektene av acetat og lys/mørke-syklus. For å teste påliteligheten til resultatene fra forsøk av 
P. tricornutum i kontinuerlig kultur bør disse forsøkene gjentas. Videre forsøk i turbidostat 
kan være å teste ut hvordan ulike lys-styrker og lys-sykluser vil påvirke biomasse og 
lipidproduktivitet/sammensetning både med og uten acetat og potensielt oppskalere til et 
større pilotanlegg. En interessant tilnærming vil også være å simulere lysforhold i Norge som 
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Vedlegg A: Batch 
A.1: Logaritmiske vekstkurver basert på optisk tetthet 
 
 
Figur A.1.1 Gjennomsnittlig vekst for P. tricornutum med og uten tilsetning av organisk karbon 
fremvist i logaritmisk skala. Y-akse representerer optisk tetthet (750 nm) og X-akse representerer tid 
(dager). Usikkerhetsstolper representerer standardavvik. Piler viser dag for prøvetaking for 
eksponentiell (pil ned) og stasjonær fase (pil opp), og er fargekoordinert etter organisk karbonsubstrat 
(grønn = uten tilsetning, oransje = glukose, lilla = glyserol, blå = acetat) 
 
 
Figur A.1.2. Gjennomsnittlig vekst for I. galbana med og uten tilsetning av organisk karbon fremvist i 
logaritmisk skala. Y-akse representerer optisk tetthet (750 nm) og X-akse representerer tid (dager). 
Usikkerhetsstolper representerer standardavvik. Piler viser dag for prøvetaking for eksponentiell (pil 
ned) og stasjonær fase (pil opp), og er fargekoordinert etter organisk karbonsubstrat (grønn = uten 
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A.2: Vekstkurver basert på celletelling i mikroskop 
 
 
Figur A.2.1. Gjennomsnittlig antall celler/ml av P. tricornutum i kulturer med og uten tilsetning av 
organisk karbon. Fargekoordinering etter organiskkarbonsubstrat (grønn = uten tilsetning, oransje = 
glukose, lilla = glyserol, blå = acetat). Y-akse representerer celleantall og X-akse representerer tid 
(dager). Usikkerhetsstolper representerer standardavvik (n=3).  
 
 
Figur A.2.2. Gjennomsnittlig antall celler/ml av I. galbana i kulturer med og uten tilsetning av 
organisk karbon. Fargekoordinering etter organisk karbonsubstrat (grønn = uten tilsetning, oransje = 
glukose, lilla = glyserol, blå = acetat). Y-akse representerer celleantall og X-akse representerer tid 
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A.3: Karbon og Nitrogen-innhold 
 
Tabell A.3.1: Innhold av karbon (C) og nitrogen (N) i eksponentiell og stasjonær fase av I. galbana 
og P. tricornutum dyrket fotoautotroft, med glukose, glyserol og acetat. Verdier er oppgitt i µg mL-1 
(n=3). 
  P. tricornutum I. galbana 
Karbonkilde Vekstfase C (µg mL-1) 
 
N (µg mL-1) C (µg mL-1) N (µg mL-1) 
Foto Eksp. 445,1 ± 47,1 93,9 ± 7,6 400,9 ± 19,2 93,3 ± 34,1 
Glukose Eksp. 2082,5 ± 72,8 109,7 ± 18,2 1709,7 ± 37,0 116,2 ± 13,1 
Glyserol Eksp. 3092,2 ± 564,5 98,4 ± 2,9 2026,4 ± 339,9 117,3 ± 47,9 
Acetat Eksp. 1000,7 ± 147,8 131,8 ± 6,1 730,9 ± 77,4 126,8 ± 3,2 
Foto Stasj. 4986,1 ± 336,0 199,4 ± 20,4 1670,6 ± 261,0 232,6 ± 55,3 
Glukose Stasj. 1381,2 ± 6,8 107,5 ± 20,3 2578,4 ± 340,8 156,0 ± 17,9 
Glyserol Stasj. 2260,4 ± 304,2 97,7 ± 3,8 1929,9 ± 181,1 145,6 ± 19,9 
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Vedlegg B: Resultat kontinuerlig kultur 
 
B.1: Celleantall og fordeling i steady state 
 
 
Figur B.1.1. Antall celler/ml av P. tricornutum gjennom «steady state» av kontinuerlig kultur dyrket 
med 18:6 lys/mørke syklus uten tilskudd av acetat. Figuren viser totalt antall, og fordeling av 
fusiforme, ovale og triradiate celler.  
 
 
Figur B.1.2. Antall celler/ml av P. tricornutum gjennom «steady state» av kontinuerlig kultur dyrket 
med 18:6 lys/mørke syklus med tilskudd av acetat. Figuren viser totalt antall, og fordeling av 
fusiforme, ovale og triradiate celler.  
 
 
Figur B.1.3. Antall celler/ml av P. tricornutum gjennom «steady state» av kontinuerlig kultur dyrket 
med 24-timers belysning med tilskudd av acetat. Figuren viser totalt antall, og fordeling av fusiforme, 
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B.2: Karbon og Nitrogen-innhold 
 
Tabell B.2.1: Innhold av karbon (C) og nitrogen (N) i P. tricornutum dyrket som kontinuerlig kultur 
med 18:6 L/M-syklus uten acetat, 18:6 L/M-syklus med acetat og kontinuerlig belysning med acetat. 
EL=Etter Lys, EM= Etter Mørke. Verdier er oppgitt i µg ml-1 (n=3). 
P. tricornutum 
Kultur Tid C (µg mL-1) 
 
N (µg mL-1) 
18:6 u/acetat EL 730,3 ± 23,6 209,0 ± 51,3 
 EM 656,9 ± 21,6 189,9 ± 36,9 
18:6 m/acetat EL 802,9 ± 91,6 178,3 ± 19,8 
 EM 762,3 ± 79,9  163,5 ± 15,6 
24:0 m/acetat - 779,0 ± 37,6 150,7 ±5,4 
 
 
B.3: Loggførte kultiveringsparametere gjennom steady state 
 
 
Figur B.3.1. Kultiveringsparametere i «steady state» for kontinuerlig kultur av P. tricornutum dyrket  
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Figur B.3.2. Kultiveringsparametere i «steady state» for kontinuerlig kultur av P. tricornutum dyrket  
med 18:6 lys/mørke syklus i acetattilsatt medium. 
 
 
Figur B.3.3. Kultiveringsparametere i «steady state» for kontinuerlig kultur av P. tricornutum dyrket 











































































































































































































































Air flow CO2 flow pH  pH control output









































































































































































































































Air flow CO2 flow pH  pH control output





- 82 - 
B.4: Acetatinnhold 
 
Tabell B.4.1: Relative mengder (%) av acetat gjenværende i kulturmedium av kontinuerlige kulturer 
av P. tricornutum dyrket med tilskudd av acetat, målt før og etter mørkeperiode gjennom 3 dager av 
«steady state». 
  Relativ mengde acetat (%) i kulturmedium 
Lyssyklus Tidspunkt D1 D2 D3 Gjennomsnitt (stdav) 
18:6 Etter lys 7,1 1,6 2,59 3,8 (2,9) 
18:6 Etter mørke 8,4 4,9 5,34 6,2 (1,9) 
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Vedlegg C: Medium og løsninger 
 
Tabell C.1. f/4 medium i 100 % sjøvann 
Komponent Innhold  Tilsetning til 1 L 100% sjøvann 
f/4 næringsmiddelløsning *NaNO3    
(53 g/L dH2O) 
 
*APN (Fe (6%), Mn (2,4%), Zn 
(1,3%), B (1,1%), Cu (0,25%), 
Mo (0,25%))   
(1,878 g/L dH2O) 
 
*KH2PO4 
(5,75 g/L dH2O) 
 20 mL 
 
Tabell C.2. Walnes medium i 1L 100% sjøvann 
Stock Innhold Tilsetning til 1L 
100% sjøvann 
A FeCl3 6H2O (1,3g) 
MnCl2 H2O (0,36g) 
H3BO3 (33,6g) 
EDTA (dinatriumsalt) (45g) 
NaH2PO4 2H2O (20g) 
NaNO3 (100g) 
dH2O (1L)  
1 mL 






Vitaminløsning Vitamin B12 (Cyanocobalamin) (10mg) 
Vitamin B1 (Thiamin HCl) (10mg) 
Vitamin H (Biotin) (200 µg) 
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Tabell C.3. Stamløsninger og tilsetningsmengde av karbonsubstrater til batch- kulturer  
av P. tricornutum. 
Karbonsubstrat Stamløsning  Tilsetning til 300 mL kultur av P. tricorntum 
   Tilsetning 1 
 (10 %) 
Tilsetning 2 
 (40 %) 
 Tilsetning 3 
 (50%) 
 Total 
 (100 %) 
 Molar (g/L) 
C6H12O6  
(D-Glukose) 
4,5 g/10mL MQ  0,6mL  2,4mL  3mL  6mL  0,05 (9,01 g/L) 
C3H8O3 
(Glyserol) 





0,3mL  1,2mL  1,5mL  3mL  0,005 (0,41 g/L) 
 
 
Tabell C.4. Stamløsninger og tilsetningsmengde av karbonsubstrater til batch- kulturer  
av I. galbana. 
Karbonsubstrat Stamløsning  Tilsetning til 300 mL kultur av I. galbana 
   Tilsetning 1 
 (10 %) 
Tilsetning 2 
 (40 %) 
 Tilsetning 3 
 (50%) 
 Total 
 (100 %) 
 Molar (g/L) 
C6H12O6  
(D-Glukose) 
4,5 g/10mL dH2O  0,24mL  0,96mL  1,2mL  2,4mL  0,02 (3,6g/L) 
C3H8O3 
(Glyserol) 





 0,6mL  2,4mL  3mL  6mL  0,01 (0,82g/L) 
 
 
Tabell C.5. Stamløsning og tilsetningsmengde av acetat til kontinuerlige kulturer 
av P. tricornutum. 





0,205 g/5 ml dH2O  5 ml 0,0025 (0,205g/L) 
 
